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A B S T R A C T  
 
 At h er o g e ni c li p o pr ot ei ns ar e mi c ell e -li k e p arti cl es t h at f u n cti o n i n t h e b ul k 
tr a ns p ort of li pi ds t hr o u g h o ut t h e cir c ul at or y s yst e m. A p oli p o pr ot ei n-B ( A P O B) is t h e 
o bli g at e str u ct ur al c o m p o n e nt of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, a n d h ar b ors m a n y of t h e k e y 
f u n cti o n al d o m ai ns r e q uir e d f or li p o pr ot ei n bi o g e n esis, pr o c essi n g, a n d t ur n o v er. W hil e 
li p o pr ot ei ns pl a y a n ess e nti al r ol e i n li pi d tr a ns p ort, t h e y ar e als o s us c e pti bl e t o 
a c c u m ul ati o n i n t h e v as c ul ar w all w hi c h l e a ds t o t h e d e v el o p m e nt of at h er os cl er oti c 
pl a q u es.  
W hil e  si g nifi c a nt r es e ar c h h as b e e n d e di c at e d t o u n d erst a n di n g li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis, e xi sti n g t e c h ni q u es g e n er all y us e m e as ur e m e nts of s er u m c h ol est er ol t o 
q u a ntif y t h e b ur d e n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns. T his a p pr o a c h h as s e v er al i m p ort a nt 
li mit ati o ns, i n t h at (i) it is u n a bl e t o d et e ct e xtr a -v as c ul ar li p o pr ot ei ns, (ii) it is n ot 
c o n d u ci v e t o  hi g h -t hr o u g h p ut st u di es, a n d (iii) it pr o vi d es li mit e d i nsi g ht i nt o t h e 
a b u n d a n c e or si z e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, w hi c h ar e i m p ort a nt d et er mi n a nts of t h eir 
at h er o g e ni cit y.  
I n a n eff ort t o o v er c o m e t h es e li mit ati o ns, I h a v e d e v el o p e d a n o v el str at e g y t o 
c h ar a ct eri z e at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns b y f usi n g A p o B wit h a bri g ht l u cif er as e r e p ort er 
( N a n o L u c). B y g e n er ati n g t his r e p ort er i n o pti c all y cl e ar l ar v al z e br afis h, I w as a bl e t o 
i m a g e t h e l o c ali z ati o n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns t hr o u g h o ut a n i nt a ct or g a nis m a n d 
dis c o v er u n e x p e ct e dl y hi g h e nri c h m e nt i n t e n di n o us tiss u es as w ell as t h e c e ntr al n er v o us 
s yst e m. F urt h er, b ot h t h e a b u n d a n c e a n d si z e distri b uti o n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns 
c o ul d b e r e a dil y d et e ct e d i n i n di vi d u al l ar v a e usi n g a pl at e r e a d er a n d n ati v e-P A G E. 
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I m p ort a ntl y, t h es e ass a ys ar e c o m p ati bl e wit h hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ni n g, all o wi n g m e t o 
l e v er a g e t h e p o w er of t h e l ar v al z e br afis h m o d el s yst e m t o p erf or m f or w ar d g e n eti c a n d 
s m all -m ol e c ul e s cr e e ns t o i d e ntif y pr e vi o usl y u n dis c o v er e d m o d ul at ors of t h e li p o pr ot ei n 
p r ofil e. Usi n g a n e xisti n g li br ar y of z e br afis h m ut a nts, I i d e ntifi e d P h os p h oli p as e A 2 
Gr o u p 1 2 b (  Pl a 2 g 1 2 b ) as a p ot e nt r e g ul at or of t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e.  
T h e A p o B -r e p ort er all o ws u n pr e c e d e nt e d i nsi g ht i nt o u n d erst u di e d as p e cts of t h e 
at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e, i n cl u di n g t h eir e xtr a v as c ul ar l o c ali z ati o n, a b u n d a n c e, a n d 
si z e. T h e o p p ort u nit y t o dis c o v er a d diti o n al g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al m o d ul at ors of 
t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e t hr o u g h hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ni n g will  c o ntri b ut e t o 
o ur f u n d a m e nt al u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n m et a b olis m, a n d c o ul d  l e a d t o n e w 
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I N T R O D U C T I O N  
 
B a c k gr o u n d  
 Li pi ds ar e a di v ers e cl ass of m ol e c ul es t h at pl a y i nt e gr al r ol es i n c ell ul ar str u ct ur e  
[ 1], si g n ali n g [ 2, 3], a n d m et a b olis m [ 4]. D es pit e t h eir di v ers e str u ct ur es a n d f u n cti o ns, 
all li pi ds s h ar e a c o m m o n pr o p ert y of b ei n g l ar g el y (if n ot c o m pl et el y) h y dr o p h o bi c  [ 5]. 
T his pr es e nts a si g nif i c a nt c h all e n g e f or i nt er-or g a n tr a ns p ort, as li pi ds ar e n ot mis ci bl e i n 
t h e a q u e o us cir c ul at or y s yst e m. V ert e br at es h a v e e v ol v e d a n effi ci e nt str at e g y t o 
tr a ns p ort li pi ds t hr o u g h o ut t h e cir c ul at or y s yst e m b y first ass e m bli n g t h e m i nt o 
li p o pr ot ei ns [ 6]. Li p o pr ot ei ns r es e m bl e mi c ell es, c o m p os e d of a h y dr o p h o bi c c or e of 
n e utr al li pi d (tri gl y c eri d es a n d c h ol est er yl -est ers) s urr o u n d e d b y a m o n ol a y er of 
a m p hi p at hi c li pi ds ( p h os p h oli pi d a n d c h ol est er ol)  [ 7]. Li p o pr ot ei ns ar e  t h us a bl e t o 
si m ult a n e o usl y tr a ns p ort b ot h h y dr o p h o bi c a n d a m p hi p at hi c li pi ds t hr o u g h o ut t h e 
a q u e o us cir c ul ati o n.  
 As t h eir n a m e i m pli es, li p o pr ot ei ns ar e n ot o nl y c o m p os e d of li pi d s (li p o-), b ut 
als o h a v e a si g nifi c a nt pr ot ei n c o m p o n e nt ( -pr ot ei ns). V ari o us a m p hi p at hi c pr ot ei ns 
( c all e d a p oli p o pr ot ei ns) ar e pr es e nt o n t h e s urf a c e of t h e li p o pr ot ei n p arti cl e [ 8]. 
A p oli p o pr ot ei ns  r e g ul at e all t h e k e y as p e cts of li p o pr ot ei n h o m e ost asis, r a n gi n g fr o m 
bi o g e n esis t o li pi d d eli v er y a n d t ur n o v er. A p oli p o pr ot ei ns  ar e als o o n e of t h e m ar k ers 
us e d t o diff er e nti at e b et w e e n diff er e nt li p o pr ot ei n cl ass es.  
 T h e t w o m aj or cl ass es of li p o pr ot ei ns ar e t h e al p h a -li p o pr ot ei ns a n d t h e b et a-
li p o pr ot ei ns [ 9], a n d t his t h esis f o c us es al m ost e x cl usi v el y o n b et a-li p o pr ot ei ns. Al p h a-
li p o pr ot ei ns ar e n a m e d f or t h eir pri m ar y str u ct ur al pr ot ei n a p oli p o pr ot ei n AI ( AP O AI)  
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[ 1 0], w h er e as b et a-li p o pr ot ei ns ar e n a m e d aft er t h eir str u ct ur al pr ot ei n A p oli p o pr ot ei n B 
( AP O B)  [ 1 1]. Al p h a li p o pr ot ei ns ar e si g nifi c a ntl y s m all er t h a n b et a-li p o pr ot ei ns, wit h 
di a m et ers of a p pr o xi m at el y 1 0 n m.  O wi n g t o t h eir s m all si z e a n d hi g h pr ot ei n c o nt e nt, 
al p h a -li p o pr ot ei ns ar e r el ati v el y d e ns e a n d t h us als o r ef err e d t o as hi g h-d e nsit y 
li p o pr ot ei ns ( H D L). B y c o ntr ast, b et a-li p o pr ot ei ns ar e m u c h l ar g er ( 2 0 - 1 , 0 0 0 n m), a n d 
h a v e m u c h l o w er d e nsit y as a r es ult of t h eir hi g h li pi d c o nt e nt  [ 5]. Si n c e b et a-li p o pr ot ei ns 
v ar y s o wi d el y i n si z e a n d d e nsit y, t h e y ar e eit h er g e n er all y r ef err e d t o as t h e n o n -hi g h -
d e nsit y li p o pr ot ei ns ( n o n -H D L) or s u b cl assifi e d i nt o l o w -d e nsit y li p o pr ot ei ns ( L D L) 
i nt er m e di at e d e nsit y li p o pr ot ei ns (I D L), v er y-l o w-d e nsit y li p o pr ot ei ns ( V L D L), a n d 
c h yl o mi cr o ns ( C M)  [ 5] ( Fi g. 1).   
 Al p h a a n d b et a -li p o pr ot ei ns als o pl a y v astl y diff er e nt r ol es i n li pi d tr a ns p ort. 
B et a -li p o pr ot ei ns s er v e pri m aril y t o tr a ns p ort li pi ds fr o m t h eir sit e of s y nt h esis or 
a bs or pti o n  (t h e li v er a n d i nt esti n e) t o p eri p h er al tiss u es [ 6, 8]. C h yl o mi cr o ns ar e 
pr o d u c e d i n t h e i nt esti n e as a m e a ns of tr a ns p orti n g di et ar y li pi d t o p eri p h er al tiss u es. 
M a m m als e x pr ess a s e q u e n c e -s p e cifi c c yt osi n e d e a mi n as e i n t h e i nt esti n e c all e d t h e 
A P O B -E diti n g c o m pl e x 1 ( A P O B E C 1) t h at i ntr o d u c es a st o p c o d o n  i n t h e m R N A 4 8 % 
of t h e w a y t hr o u g h t h e A P O B -c o di n g s e q u e n c e  [ 1 2]. As a r es ult, c h yl o mi cr o ns pr o d u c e d 
b y t h e i nt esti n e h a v e a s h ort er is of or m of A P O B c all e d A P O B -4 8. C h yl o mi cr o ns ar e t h e n 
s e cr et e d i nt o t h e cir c ul at or y s yst e m, w h er e t h e y e n c o u nt er n u m er o us li p as es s u c h as 
Li p o pr ot ei n li p as e ( L P L)  [ 1 3]. L P L us es a n e x c h a n g e a bl e a p oli p o pr ot ei n o n t h e s urf a c e 
of b et a -li p o pr ot ei ns c all e d A p oli p o pr ot ei n C 2 ( A P OC 2) as a c of a ct or t o di g est 
tri gl y c eri d es i n t h e p arti cl e c or e a n d r el e as e f att y a ci ds f or a bs or pti o n b y n e ar b y tiss u es, a 
pr o c ess c all e d li p ol ysis  [ 1 4]. Li p ol ysis r es ults i n a gr a d u al r e d u cti o n of p arti cl e si z e, 
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V D L V D L
C h yl o mi cr o n
( C R)
R e m n a nt
V er y -L o w
d e n sit y
Li p o pr ot ei n
( V L D L)
I nt er m e di at e
d e n sit y
Li p o pr ot ei n
(I D L)
L o w
d e n sit y
Li p o pr ot ei n
( L D L)
S m all -d e n s e
L o w -d e n sit y
Li p o pr ot ei n
( s d L D L)
I nt e sti n e Li v er
~ 1, 0 0 0 n m ~ 5 0 n m ~ 4 0 n m ~ 3 0 n m
~ 2 5 n m > 2 3 n m
L D L -R e c e pt or
Fi g u r e 1: O v e r vi e w of B et a -li p o p r ot ei n cl a s s e s. C h yl o mi cr o n s ar e t h e l ar g e st cl a s s of b et a -
li p o pr ot ei n s, a n d tr a n s p ort di et ar y f at t hr o u g h t h e cir c ul ati o n u si n g A P O B-4 8 a s t h eir pri m ar y 
str u ct ur al pr ot ei n. I n t h e cir c ul ati o n, c h yl o mi cr o n s ar e li p ol y z e d t o f or m c h yl o mi cr o n r e m n a nt s 
( still c o nt ai ni n g A p o B-4 8), a n d ar e e v e nt u all y t a k e n u p b y t h e li v er. Li pi d s d eri v e d fr o m r e m n a nt 
li p o pr ot ei n s a s w ell a s d e n o v o s y nt h e si s ar e t h e n p a c k a g e d i nt o v er y -l o w d e n sit y li p o pr ot ei n s 
( V L D L) b y t h e li v er, w hi c h c o nt ai n f ull-l e n gt h A P O B-1 0 0. V L D L i s li p ol y z e d i n t h e cir c ul ati o n i nt o 
pr o gr e s si v el y s m all er li p o pr ot ei n s i n cl u di n g I nt er m e di at e a n d l o w d e n sit y li p o pr ot ei n s (I D L a n d 
L D L), a n d i n s o m e c a s e s s m all -d e n s e L D L ( s d L D L). T h e s e li p ol y z e d p arti cl e s will b e t a k e n u p 
b y t h e L D L -r e c e pt or, w hi c h i s pri m aril y e x pr e s s e d i n t h e Li v er. 
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l e a di n g t o t h e f or m ati o n of c h yl o mi cr o n r e m n a nts w hi c h ar e e v e nt u all y t a k e n u p b y t h e 
li v er ( Fi g. 1). T h e li v er pr o d u c es s m all er li p o pr ot ei ns c all e d V L D L, b ut as  A P O B E C 1  is 
r ar el y e x pr ess e d i n t h e li v er V L D L p arti cl es ar e f or m e d usi n g  t h e f ull-l e n gt h A P O B 
pr ot ei n ( A P O B -1 0 0)  [ 1 5]. Al p h a -li p o pr ot ei ns p erf or m ess e nti all y t h e o p p osit e f u n cti o n of 
b et a -li p o pr ot ei ns, s c a v e n gi n g li pi ds fr o m p eri p h er al tiss u es a n d r et ur ni n g t h e m t o t h e 
li v er, i nt esti n e, or ki d n e y f or s e cr eti o n [ 1 6, 1 7].  
 
Si g nifi c a n c e  
 W hil e li p o pr ot ei ns pl a y ess e nti al r ol es i n li pi d tr a ns p ort, t h e y ar e als o i m p ort a nt  
m e di at ors of c ar di o v as c ul ar dis e as e. B et a -li p o pr ot ei ns i n t h e cir c ul at or y s yst e m ar e 
c a p a bl e o f cr ossi n g t h e v as c ul ar e n d ot h eli u m a n d a c c u m ul ati n g i n t h e art eri al w all [ 1 8]. 
S u b -e n d ot h eli al r et e nti o n of b et a -li p o pr ot ei ns i niti at es a n i nfl a m m at or y r es p o ns e t h at 
l e a ds t o t h e f or m ati o n of a c h ol est er ol-ri c h pl a q u es, als o k n o w n as at h er os cl er osis  [ 1 9]. 
B et a -li p o pr ot ei ns ar e t h us als o r ef err e d t o as t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, or c oll o q ui all y 
as b a d c h ol est er ol. Al p h a -li p o pr ot ei ns a g ain  p erf or m a n o p p osi n g f u n cti o n, s c a v e n gi n g 
c h ol est er ol fr o m l esi o ns a n d c o ntri b uti n g t o pl a q u e r e gr essi o n, a n d ar e r ef err e d t o as t h e 
at h er o pr ot e cti v e li p o pr ot ei ns or si m pl y g o o d c h ol est er ol  [ 6].  
 T h e o bs er v ati o n t h at c h ol est er ol c arri e d b y at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns c o ntri b ut es t o 
at h er os cl er osis h as s p a w n e d d e c a d e s of r es e ar c h d e di c at e d t o c o ntr olli n g s er u m 
c h ol est er ol l e v els, eit h er b y l o w eri n g b a d c h ol est er ol or r aisi n g g o o d c h ol est er ol  [ 2 0, 2 1]. 
T h e m ost s u c c essf ul t h er a pi es t o d at e l o w er b a d c h ol est er ol b y i n hi biti n g c h ol est er ol 
s y nt h esis  [ 2 2] or a bs or pti o n  [ 2 3], pr o m oti n g c h ol est er ol s e cr eti o n [ 2 4], or st a bili zi n g t h e 
L D L -r e c e pt or ( L D L-R) t o i n cr e as e L D L t ur n o v er [ 2 5]. S u c h t h er a pi es h a v e h a d a 
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si g nifi c a nt i m p a ct o n t h e i n ci d e n c e of c ar di o v as c ul ar dis e as e, oft e n r e d u ci n g dis e as e ris k 
3 0 %  or m or e [ 2 6]. H o w e v er, d es pit e t h e a v ail a bilit y of n u m er o us t h er a pi es t h at m o dif y 
c h ol est er ol m et a b olis m, c ar di o v as c ul ar dis e as e still p ersists as t h e l e a di n g c a us e of d e at h 
w orl d wi d e  [ 2 7].  
 T h e hi g h p ersist e n c e of c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k h as cr e at e d a n i m p et us t o 
d e v el o p alt er n ati v e or c o m pl e m e nt ar y t h er a pi es t o c o m b at r esi d u al ris k (t h e ris k t h at 
p ersists d es pit e eff e cti v e c h ol est er ol -l o w eri n g tr e at m e nts). W hil e m a n y a p pr o a c h es h a v e 
b e e n pr o p os e d, o n e p arti c ul arl y pr o misi n g str at e g y i n v ol v es m o d ul ati n g t h e si z e a n d 
a b u n d a n c e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, r at h er t h a n p urs ui n g a d diti o n al str at e gi es t o l o w er 
b a d c h ol est er ol  [ 2 8, 2 9]. T h e r ati o n al e b e hi n d t his a p pr o a c h is t h at c h ol est er ol c arri e d b y 
at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns will n ot c o ntri b ut e t o at h er os cl er os is u nl ess it e nt ers  t h e v as c ul ar 
w all, a n d p arti cl e si z e a n d a b u n d a n c e ar e str o n g  d et er mi n a nts of r at es of v as c ul ar 
i n v asi o n.  
 S e v er al li n es of e vi d e n c e s u p p ort t h at s m all er b et a -li p o pr ot ei ns ar e m or e 
at h er o g e ni c  [ 3 0]. Firstl y, s m all er p arti cl es  s h o w hi g h er r at es of i nti m al i n v asi o n a n d 
a c c u m ul ati o n i n t h e v as c ul ar w all  [ 3 1]. S m all p arti cl es als o  h a v e l o w er affi nit y f or t h e 
L D L r e c e pt or ( L D L-R) , w hi c h is r es p o nsi bl e f or e n d o c yt osi n g p arti cl es fr o m t h e 
cir c ul at or y s yst e m  [ 3 2]. R e d u c e d u pt a k e b y t h e L D L -R i n cr e as es t h e ti m e t h e p arti cl e 
s p e n ds i n t h e cir c ul ati o n, a n d t h us i n cr e as es t h e pr o b a bilit y it will c o nt a ct  a n d tr a v ers e  t h e 
v as c ul ar w all. L astl y, t h es e p arti cl es ar e m or e s us c e pti bl e t o o xi d ati o n , a n d o xi di z e d 
li pi ds ar e hi g hl y pr o-infl a m m at or y a n d ar e t h o u g ht t o a c c el er at e t h e pr o gr essi o n of 
at h er os cl er osis  [ 3 3, 3 4]. I n f urt h er s u p p ort of t his m o d el, a p pr o xi m at el y 2 5 % of t h e a d ult 
p o p ul ati o n h a v e p att er n -B d ysli pi d e mi a, c h ar a ct eri z e d b y  a b n or m all y s m all a n d d e ns e 
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L D L p arti cl es (s d L D L) . P att er n -B i n di vi d u als  e x p eri e n c e 3 -f ol d hi g h er r at es of 
c ar di o v as c ul ar dis e as e r el ati v e t o p e o pl e wit h l ar g er b u o y a nt L D L  ( Fi g. 2) [ 3 0, 3 5].  
 Li p o pr ot ei n a b u n d a n c e h as als o b e e n cl os el y li n k e d t o c ar di o v as c ul ar dis e as e 
i n ci d e n c e [ 3 6, 3 7]. A p o B is t h e o bli g at e str u ct ur al c o m p o n e nt of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, 
a n d is pr es e nt as a si n gl e c o p y o n e a c h p art i cl e [ 5]. T h us, s er u m l e v els of A p o B c a n b e 
us e d as a m ar k er f or t h e a b u n d a n c e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns. W hil e s er u m l e v els of 
A p o B ar e g e n er all y hi g hl y  c orr el at e d wit h s er u m l e v els of b a d c h ol est er ol ( m or e 
li p o pr ot ei ns g e n er all y c orr el at es wit h m or e c h ol est er ol), t h er e is si g nifi c a nt v ari ati o n i n 
t his r el ati o ns hi p [ 3 8]. Dis c or d a n c e a n al ysis is a str at e g y t h at s e e ks t o is ol at e t h es e 
c o nf o u n d e d v ari a bl es b y a n al y zi n g t h e u n us u al ( or dis c or d a nt) c as es t h at h a v e hi g h A p o B 
a n d l o w b a d c h ol est er ol, or vi c e v ers a. Dis c or d a n c e a n al ysis h as c o nsist e ntl y s h o w n t h at 
c ar di o v as c ul ar dis e as e i n ci d e n c e is r el ati v el y l o w i n i n di vi d u als wit h l o w A p o B ( a l o w 
n u m b er of p arti cl es), e v e n w h e n t h es e i n di vi d u als h a v e hi g h c h ol est er ol l e v els. 
C o n v ers el y, i n di vi d u als wit h l o w c h ol est er ol l e v els w er e still at hi g h ris k if A p o B l e v el s 
w er e hi g h  [ 3 9-4 1] . T h es e o bs er v ati o ns pr o vi d e str on g j ustifi c ati o n t o f o c us f ut ur e eff orts 
o n l o w eri n g t h e a b u n d a n c e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, r at h er t h a n s e e ki n g t o d e v el o p 
a d diti o n al c h ol est er ol -l o w eri n g t h er a pi es.  
 
O utst a n di n g q u esti o ns  
 S e v er al as p e cts of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n h o m e ost asis r e m ai n p o orl y u n d erst o o d . 
I will hi g hli g ht  fo ur ar e as t h at ar e p arti c ul arl y r el e v a nt t o t his diss ert ati o n, as I d es cri b e 
eit h er n e w dis c o v eri es  or n e w m et h o ds  t h at pr o vi d e i nsi g ht i nt o t h es e k n o wl e d g e g a ps . 
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-N or m al L D L -C l e v el s
-A b u n d a nt s m all L D L p arti cl e s
-2 5 % of a d ult s, 6 0 % of di a b eti c s
-3 x hi g h er i n ci d e n c e of C V D 
P att er n A
( H e alt h y): 
P att er n B 
d y sli pi d e mi a: 
Fi g u r e 2: S c h e m ati c of t h e s m all -d e n s e L D L p h e n ot y p e. T h e m aj orit y of t h e p o p ul ati o n 
pr o d u c e s b u o y a nt L D L p arti cl e s wit h di a m et er s > 2 3 n m. B u o y a nt L D L h a s hi g h affi nit y f or t h e 
L D L -r e c e pt or a n d c a n b e effi ci e ntl y r e m o v e d fr o m t h e cir c ul ati o n. A p pr o xi m at el y 2 5 % of t h e 
a d ult p o p ul ati o n pr o d u c e s a b n or m all y s m all li p o pr ot ei n s, c all e d p att er n B d y sli pi d e mi a. S m all -
d e n s e L D L h a s l o w er affi nit y f or t h e L D L -r e c e pt or, a n d hi g h er r at e s of i n v a si o n of t h e v a s c ul ar 
w all. T h er ef or e, i n di vi d u al s wit h p att er n -B d y sli pi d e mi a e x p eri e n c e a p pr o xi m at el y 3 -f ol d hi g h er 
r at e s of c ar di o v a s c ul ar di s e a s e ( C V D) d e s pit e h a vi n g r el ati v el y n or m al l e v el s of L D L -c h ol e st er ol 
( L D L-C). 
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O n e m aj or k n o wl e d g e g a p i n t h e fi el d of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n bi ol o g y  is t h e 
i m p ort a n c e of e xtr a v as c ul ar li p o pr ot ei ns. T h e c urr e nt p ar a di g m f or st u d yi n g at h er o g e ni c 
li p o pr ot ei ns b e gi ns wit h e xtr a cti o n of w h ol e-bl o o d or l y m p h fr o m t h e p ati e nt or m o d el 
or g a nis m, a n d s u bs e q u e nt is ol ati o n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns  [ 4 2]. H o w e v er, t his 
a p pr o a c h e x cl u d es all e xtr a v as c ul ar li p o pr ot ei ns fr o m a n al ysis . A s m all n u m b er of k i n eti c 
st u di es of li p o pr ot ei n pr o c essi n g i n h u m a ns usi n g r a di ol a b el e d is ot o p es h a v e i n di c at e d 
t h at t h er e is a si g nifi c a nt e xtr a v as c ul ar p o ol of L D L [ 4 3], b ut t h e l o c ali z ati o n a n d 
f u n cti o n al si g nifi c a n c e of t his p o ol is c o m pl et el y u n k n o w n. A d diti o n all y, at h er o g e ni c 
li p o pr ot ei ns h a v e b e e n i m pli c at e d i n n u m er o us pr o c ess es u nr el at e d t o  li pi d tr a ns p ort, 
i n cl u di n g d e v el o p m e nt [ 4 4-4 6] , visi o n [ 4 7], t e n d o n bi ol o g y [ 4 8], a n gi o g e n esis [ 4 9], h e art 
f u n cti o n [ 5 0], h e m at o p oi esis [ 5 1], i nf e cti o n a n d i m m u nit y [ 5 2, 5 3], c a n c er [ 5 4], a n d 
di a b et es [ 5 5]. T h er e is t h us cl e ar e vi d e n c e f or b ot h e xtr a v as c ul a r l o c ali z ati o n a n d 
f u n cti o n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, y et t his ar e a r e m ai ns v astl y u n d erst u di e d as e xisti n g 
t e c h ni q u es al m ost e x cl usi v el y m o nit or cir c ul ati n g li p o pr ot ei ns .  
 A s e c o n d m aj or k n o wl e d g e g a p li es i n o ur u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n 
bi o g e n esi s ( Fi g. 3). T h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R) is t h e pri m ar y sit e of s y nt h esis of 
b ot h li pi ds a n d li p o pr ot ei ns. As li pi ds ar e hi g hl y h y dr o p h o bi c, t h e e n z y m es t h at 
s y nt h esi z e n e utr al li pi ds ar e g e n er all y a n c h or e d i n t h e E R -m e m br a n e, a n d d e p osit t h eir 
pr o d u cts i n t h e h y dr o p h o bi c e n vir o n m e nt b et w e e n t h e i n n er a n d o ut er l e afl ets of t h e E R -
m e m br a n e  [ 5 6]. A c c u m ul ati o n of n e utr al li pi d wit hi n t his bil a y er is t h o u g ht t o f or m a 
b ul g e i n t h e m e m br a n e c all e d a l e ns  [ 5 7]. Li pi ds d e p osit e d i nt o a l e ns i n t h e E R 
m e m br a n e ar e t h e n t h o u g ht t o h a v e t hr e e p ot e nti al f at es. First, E R -li pi ds m a y i nt e r a ct 
wit h p erili pi n ( P LI N) [ 5 8, 5 9] pr ot ei ns o n t h e c yt os oli c f a c e of t h e E R a n d b u d off t o 
� �
� � �
C y to p la s m ic  
lip id  dro p le t
E R -lu m e n a l
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f or m a c yt o pl as mi c li pi d dr o pl et ( L D), a mi c ell e -li k e str u ct ure t h at s p e ci ali z e s i n 
i ntr a c ell ul ar st or a g e of li pi d  [ 6 0, 6 1]. Alt er n ati v el y, li pi ds fr o m t h e l e ns m a y i nt er a ct wit h 
Mi cr os o m al Tri gl y c eri d e Tr a nsf er Pr ot ei n ( M T P) , a s ol u bl e pr ot ei n wit hi n t h e E R l u m e n. 
T his pr ot ei n tr a nsf ers li pi d fr o m t h e l e ns t o t h e li pi d -bi n di n g p o c k et of A P O B t o f or m a 
n as c e nt b et a -li p o pr ot ei n t h at will e v e nt u all y tr a v el t hr o u g h t h e s e cr et or y p at h wa y  [ 6 0, 
6 1] . T h e t hir d p ot e nti al f at e of E R -li pi ds is t o f or m a li pi d dr o pl et wit hi n t h e E R-l u m e n 
( E R-L D)  [ 6 2]. W hil e t h e pr o c ess of E R-L D f or m ati o n a p p e ars t o b e d e p e n d e nt o n M T P, 
v er y littl e is k n o w n a b o ut h o w t h es e li pi d dr o pl ets f or m  or h o w t h e y ar e r e g ul at e d. F or 
e x a m pl e, b ot h li pi d dr o pl ets a n d li p o pr ot ei ns ar e r e g ul at e d a n d st a bili z e d b y pr ot ei ns s u c h 
as p erili pi ns a n d a p oli p o pr ot ei ns  [ 6 0, 6 1], b ut n o a n al o g o us pr ot ei n h as b e e n i d e ntifie d 
t h at i nt er a cts wit h E R-L Ds  ( Fi g. 3). Als o, t h e pri m ar y f u n cti o n of E R -L Ds is t h o u g ht t o 
b e f usi o n wit h n as c e nt li p o pr ot ei ns t o f or m l ar g er, m or e m at ur e, li pi d-ri c h p arti cl es [ 6 3, 
6 4] . H o w e v er, n o m e c h a nis m h as b e e n pr o p os e d t o a c c o u nt f or t his f usi o n pr o c ess n or 
h a v e a n y of t h e m ol e c ul ar pl a y ers b e e n i d e ntifi e d.  T h us, alt h o u g h E R -L Ds ar e t h o u g ht t o 
pl a y a n ess e nti al r ol e i n li p o pr ot ei n bi o g e n esis, v er y littl e is k n o w n a b o ut h o w t h e y ar e 
f or m e d or h o w t h e y  ar e a bl e t o f us e wit h n as c e nt li p o pr ot ei ns.  
 T h e t hir d m aj or k n o wl e d g e g a p i n o ur u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n h o m e ost asis  is 
h o w li p o pr ot ei n si z e is r e g ul at e d. Li p o pr ot ei n si z e is a c o m pl e x f u n cti o n of b ot h  t h eir 
st arti n g si z e a n d h o w t h e y ar e pr o c ess e d  i n t h e cir c ul at or y s yst e m, a n d b ot h of t h es e 
pr o c ess r e m ai n o nl y p arti all y u n d erst o o d  [ 6 5]. F or e x a m pl e, i nt esti n al e nt er o c yt es 
pr o d u c e c h yl o mi cr o ns t h at m a y h a v e di a m et ers o v er 1, 0 0 0 n m, w h er e as t h e li v er 
pr o d u c es V L D L wit h di a m et ers w ell b el o w 1 0 0 n m  [ 5]. It is u n cl e ar h o w t h e diff er e n c es 
i n li p o pr ot ei n bi o g e n esis b et w e e n t h es e t w o tiss u es r es ults i n s u c h v astl y diff er e nt p arti cl e 
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si z es , alt h o u g h it m a y r el at e t o diff er e n c es i n E R-L D f usi o n as dis c uss e d a b o v e. T h er e is 
als o si g nifi c a nt v ari ati o n i n p arti cl e si z e wit hi n t h e s a m e cl ass of at h er o g e ni c 
li p o pr ot ei ns, as i n t h e c as e of L D L. T h e m aj orit y of t h e p o p ul ati o n pr o d u c es b u o y a nt 
L D L p arti cl es, w h er e as ~ 3 0 % pr o d u c e a b n or m all y s m all p arti cl es (s d L D L)  [ 3 0, 3 5]. 
Eff orts t o d et er mi n e t h e c a us e of s d L D L i n di c at e t h at b ot h g e n eti c a n d e n vir o n m e nt al 
f a ct ors ar e i n v ol v e d  [ 6 6], b ut t h e p att er n of i n h erit a n c e is hi g hl y p ol y g e ni c [ 6 7]. T h e 
c o m pl e xit y of  t h e g e n eti c b asis of s d L D L is p arti c ul arl y w ell ill ustr at e d b y t h e r es ults of 
g e n o m e -wi d e ass o ci ati o n st u di es s h o wi n g t h at m a n y l o ci c o ntri b ut e t o L D L -si z e, b ut n o 
si n gl e l o c us e x pl ai ns m or e t h a n 4 % of t h e o bs er v e d p o p ul ati o n v ari a n c e [ 6 8]. D es pit e t his 
c o m pl e x a n d p ol y g e ni c p att er n of i n h erit a n c e, s e v er al g e n es a n d l o ci h a v e c o nsist e ntl y 
e m er g e d as r el e v a nt r e g ul at ors of L D L si z e. T h es e i n cl u d e C h ol est er yl -Est er Tr a nsf e r 
Pr ot ei n ( C E T P), M a n g a n es e S u p er o xi d e Dis m ut as e ( M n S O D), a n d H e p ati c Li p as e 
( LI P C) [ 6 7-7 0] . T h er e als o a p p e ars t o b e a str o n g e n vir o n m e nt al a n d b e h a vi or al i nfl u e n c e 
o n L D L si z e. C ar b o h y dr at e i nt a k e is p ositi v el y c orr el at e d wit h ris k f or s d L D L, b ut t h e 
m e c h a nis m u n d erl yi n g t his eff e ct r e m ai ns u n cl e ar  [ 7 1].  
 T h e fi n al k n o wl e d g e g a p r el e v a nt t o t h e w or k pr es e nt e d h er e is h o w li p o pr ot ei n 
a b u n d a n c e is r e g ul at e d. A P O B l e v els ar e als o g o v er n e d b y b ot h g e n et i c a n d 
e n vir o n m e nt al f a ct ors  [ 7 2], b ut a g ai n t h e i n h erit a n c e p att er n is hi g hl y p ol y g e ni c r at h er 
t h a n g o v er n e d b y a s m all n u m b er of m ast er r e g ul at ors [ 6 8]. S er u m A P O B l e v els ar e 
d et er mi n e d b ot h b y t h e r at e of pr o d u cti o n a n d b y t h e r at e of u pt a k e [ 7 3]. Ki n eti c st u di es 
i n hu m a ns h a v e s h o w n t h at b et a -li p o pr ot ei ns f oll o w a first-or d er r e a p p e ar a n c e c ur v e , 
i n di c ati n g t h at t h e r at e of li p o pr ot ei n pr o d u cti o n is a p pr o xi m at el y c o nst a nt [ 7 4, 7 5], w hil e 
t h e r at e of u pt a k e is c o n c e ntr ati o n d e p e n d e nt [ 7 6]. W hil e t h e L D L -r e c e pt or p ar a di g m 
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p osits t h at r e g ul ati o n of L D L -r e c e pt or e x pr essi o n vi a St er ol -R es p o nsi v e El e m e nt Bi n di n g 
Pr ot ei n ( S R E B P) is t h e m ast er r e g ul at or of s er u m c h ol est er ol l e v els [ 7 7], t his 
o v ersi m plifi e d m o d el f ails t o e x pl ai n n u m er o us as p e cts of A p o B h o m e ost asis [ 7 3, 7 8, 
7 9] . T h us, w hil e m a n y p at h w a ys h a v e b e e n i d e ntifi e d t h at r e g ul at e li p o pr ot ei n pr o d u cti o n 
a n d u pt a k e i n is ol at e d c ell t y p es, it r e m ai ns l ar g el y u n cl e ar h o w t h es e p at h w a ys ar e 
c o or di n at e d i n vi v o t o d et er mi n e t h e e q uili bri u m c o n c e ntr ati o n of at h er o g e ni c 
li p o pr ot eins i n v ert e br at e a ni m als.  
 
A p pr o a c h  
 N u m er o us k n o wl e d g e g a ps p ersist i n o ur u n d erst a n di n g of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis, as o utli n e d a b o v e. I r e as o n e d t h at t h e p ersist e n c e of t h es e k n o wl e d g e g a ps 
m a y r efl e ct t h e l a c k of a tr a ct a bl e e x p eri m e nt al s yst e m t o a d dr ess t h es e pr o bl e ms. W hil e  
li p o pr ot ei ns ar e st u di e d e xt e nsi v el y i n m a m m ali a n m o d els, t h es e s yst e ms ar e n ot 
c o n d u ci v e t o i n vi v o i m a gi n g or u n bi as e d dis c o v er y vi a hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e ni n g. 
C o n v ers el y, c ult ur e d c ells ar e r o uti n el y us e d f or  i m a gi n g a n d hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ni n g, 
b ut c a n n ot r e c a pit ul at e t h e c o m pl e x m ulti -or g a n p h ysi ol o g y r es p o nsi bl e f or i n vi v o 
li p o pr ot ei n h o m e ost asis. T h e f oll o wi n g c h a pt ers  d es cri b e m y eff orts t o d e v el o p t h e l ar v al 
z e br afis h as a p o w erf ul n e w m o d el s yst e m t o st u d y at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns . L ar v al 
z e br afis h c o m bi n e m a n y of t h e a d v a nt a g es of t h e m o d el s yst e ms m e nti o n e d a b o v e, as 
t h e y ar e  n ot o nl y c o n d u ci v e t o i n vi v o i m a gi n g a n d hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ni n g, b ut ar e  
als o a li v e v ert e br at e a ni m al t h at r e c a pit ul at es m a n y as p e cts of h u m a n p h ysi ol o g y .  
E n c o ur a gi n gl y, a h a n df ul of st u di es i n a d ult z e br afis h h a v e pr e vi o usl y 
d e m o nstr at e d r e m ar k a bl e si mil arit y b et w e e n t h e h u m a n a n d z e br afis h li p o pr ot ei n pr ofil e  
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[ 8 0, 8 1]. H o w e v er, at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns h a v e n ot b e e n pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d i n 
lar v al z e br afis h . M y i niti al eff orts w er e t h er ef or e f o c us e d o n d e v el o pi n g m et h o ds c a p a bl e 
of m o nit ori n g v ari o us pr o p erti es of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns i n l ar v al z e br afis h. M y 
g e n er al a p pr o a c h w as t o f us e a li g ht-e mitti n g r e p ort er t o A p o B, a n d us e t his r e p or t er as a 
s e nsiti v e a n d s p e cifi c m ar k er of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns. A p o B s er v es as a n i d e al 
s c aff ol d f or t h e g e n er ati o n of a g e n eti c all y -e n c o d e d r e p ort er of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, 
as a  si n gl e A p o B  p ol y p e pti d e  r e m ai ns ass o ci at e d wit h e a c h li p o pr ot ei n fr om t h e m o m e nt 
of bi os y nt h esis u ntil t h e p arti cl e is d e gr a d e d. H o w e v er, at t h e o ns et of t his pr oj e ct t h e 
A p o B g e n e h a d n ot y et b e e n w ell -c h ar a ct eri z e d i n z e br afis h.  
C h a pt er 1 d et ails m y eff orts t o c h ar a ct eri z e z e br afis h A p o B as p art of a 
c oll a b or ati v e pr oj e ct  t o c h ar a ct eri z e a p oli p o pr ot ei n g e n e f a mili es i n z e br afis h [ 8 2]. I w as 
a bl e t o s h o w t h at alt h o u g h t h e z e br afis h g e n o m e c o nt ai ns 3 p ar al o gs of A p o B ( as 
o p p os e d t o 1 g e n e i n m a m m ali a n g e n o m es), a si n gl e p ar al o g ( a p o B b. 1 ) is cl e arl y t h e 
d o mi n a nt l o c us as is a c c o u nts f or ~ 9 5 % of A p o B m R N A a n d pr ot ei n . F urt h er, I w as a bl e 
t o s h o w t h at t his g e n e is e x pr ess e d e x cl usi v el y i n li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es, i n cl u di n g 
t h e li v er, i nt esti n e, a n d y ol k -s y n c yti al l a y er ( Y S L ). 
M y  n e xt g o al w as t o e v al u at e w h et h er fl u or es c e nt r e p ort er pr ot ei ns f us e d t o A p o B 
c o ul d b e i n c or p or at e d i nt o li p o pr ot ei ns  a n d m o nit or e d i n vi v o. C h a pt er 2 pr es e nts t h e 
r es ults of t h es e eff orts, w hi c h i n v ol v e d tr a nsf e cti o n of c ult ur e d h u m a n c ells a n d i nj e cti o n 
of z e br afis h e m br y os wit h pl as mi d  c o nstr u cts  e n c o di n g v ari o us A p o B -f usi o n pr ot ei ns. 
W e w er e a bl e t o s h o w t h at li p o pr ot ei ns c o nt ai ni n g t h e A p o B r e p ort er w er e li pi d at e d, 
s e cr et e d, a n d e n d o c yt os e d, f oll o wi n g t h e e x p e ct e d p att er n of a n e n d o g e n o us li p o pr ot ei n 
p arti cl e.  
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F oll o wi n g c h ar a ct eri z ati o n of t h e e n d o g e n o us a p o B g e n es i n z e br afis h a n d pr o of -
of -pri n ci pl e e x p eri m e nts s h o wi n g t h e f u n cti o n alit y of t a g g e d A p o B p e pti d es, I w as a bl e 
t o pr o c e e d t o g e n er ati n g A p o B-f usi o n pr ot ei ns b y e n gi n e eri n g t h e e n d o g e n o us a p o B. 1 
g e n e wit hi n  t h e z e br afis h g e n o m e. C h a pt er 3 r e p orts t h e pr e cis e g e n o m e e diti n g strat e g y 
us e d t o i ntr o d u c e t h e l u cif er as e r e p ort er N a n o L u c as a n i n -fr a m e f usi o n t o a p o B b. 1 . T his 
r e p ort er is r ef err e d t o as Li p o Gl o (f or gl o wi n g li p o pr ot ei ns), a n d w as us e d t o d e v el o p 
t hr e e i n d e p e n d e nt ass a ys t h at q u a ntif y disti n ct as p e cts of t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n 
pr ofil e : (i) Li p o Gl o -c o u nti n g m e as ur es li p o pr ot ei n a b u n d a n c e usi n g a pl at e r e a d er t o 
m e as ur e t ot al N a n o L u c l e v els, (ii) Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis us es n ati v e P A G E t o 
c h ar a ct eri z e t h e li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n, a n d  (iii) Li p o Gl o -mi cr os c o p y e n a bl es 
vis u ali z ati o n of li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n p att er ns i n i nt a ct z e br afis h l ar v a e. All t hr e e of 
t h es e ass a ys w er e us e d t o c h ar a ct eri z e t h e li p o pr ot ei n pr ofil e t hr o u g h o ut l ar v al 
d e v el o p m e nt, as w ell as i n r es p o ns e t o v ari o us g e n eti c, di et ar y, a n d p h ar m a c ol o gi c al 
m a ni p ul ati o ns. T his l e d t o s e v er al i nt er esti n g o bs er v ati o ns, m ost n ot a bl y t h at a l ar g e 
fr a cti o n of  li p o pr ot ei ns c ol o c ali z e  wit h m y os e pt a (t e n di n o us j u n cti o ns b et w e e n m us c ul ar 
b o d y s e g m e nts) as w ell as t h e c e ntr al n er v o us s yst e m.  
I n ch a pt er 3 , t h e utilit y of Li p o Gl o i n dis c o v eri n g n e w m o d ul at ors of at h er o g e ni c 
li p o pr ot ei ns is f urt h er d e m o nstr at e d t hr o u g h t h e i d e ntifi c ati o n of P h os p h oli p as e A 2 
Gr o u p 1 2 B ( pl a 2 g 1 2 b ), a g e n e wit h n o k n o w n f u n cti o n, as a p ot e nt r e g ul at or of 
li p o pr ot ei n p arti cl e si z e. Pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nts pr o d u c e a b n or m all y s m all li p o pr ot ei ns .  
T h e m e c h a nis m b y w hi c h pl a 2 g 1 2 b  pr o m ot es f or m ati o n of pr o p erl y -si z e d 
li p o pr ot ei ns r e m ai ns u n k n o w n. C h a pt er 4 d et ails o n g oi n g eff orts t o d et er mi n e t h e 
m e c h a nis m of a cti o n of t his i nt er esti n g b ut p o orl y u n d erst o o d g e n e. I p erf or m e d R N A i n 
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sit u h y bri di z ati o n a n d pr ot ei n s e q u e n c e a n al ysis t o s h o w t h at t his pr ot ei n l o c ali z es t o t h e 
e n d o pl as mi c r eti c ul u m of li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es, t h e sit e of li p o pr ot ei n bi o g e n esis. 
I als o  s h o w t h at l u m e n al li pi d dr o pl ets ar e r et ai n e d i n t h e E R of li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g 
tiss u es i n pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nts . T h e r es ults of t h es e st u di es l ed m e  t o pr o p os e t w o p ot e nti al 
m o d els  w h er e b y Pl a 2 g 1 2 b m e di at es li pi d ati o n of  n as c e nt li p o pr ot ei ns. I a m a cti v el y 
t esti n g t hes e  m o d el s b y c h ar a ct eri zi n g t h e f u n cti o n al d o m ai ns of t h e pr ot ei n usi n g a 
m ut ati o n s eri es, as w ell as c h ar a ct eri zi n g t h e pr ot ei n i nt er a ct o m e of P l a 2 g 1 2b.  
I n a d diti o n t o f a cilit ati n g dis c o v er y of n o v el g e n eti c r e g ul at ors of li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis, t h e Li p o Gl o r e p ort er will pr o m ot e dis c o v er y of s m all -m ol e c ul e m o d ul at ors 
t h at c o ul d  e v e nt u all y b e d e v el o p e d i nt o p h ar m a c e uti c als. C h a pt er 5 r e p orts eff orts t o 
d e v el o p a hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e ni n g pr ot o c ol t o i d e ntif y A p o B-l o w eri n g c o m p o u n ds 
usi n g t h e Li p o Gl o r e p ort er . O ur pr eli mi n ar y s cr e e ni n g d at a d e m o nstr at es r o b ust st atisti c al 
p erf or m a n c e, a n d s h o ws t h at a n A p o B -l o w eri n g dr u g (l o mit a pi d e) us e d i n h u m a ns is 
simil arl y eff e cti v e i n z e br afis h. I als o hi g hli g ht t h at t his dr u g s cr e e ni n g a p pr o a c h h as t h e 
p ot e nti al t o i d e ntif y n e w g e n eti c p at h w a ys i n v ol v e d i n li p o pr ot ei n h o m e ost asis if a li br ar y 
wit h c h ar a ct eri z e d dr u g t ar g ets is us e d.  
T h e m et h o ds a n d dis c o v eri es o ut li n e d h er e h a v e alr e a d y b e g u n t o a d dr ess s e v er al 
gl ari n g k n o wl e d g e g a ps i n o ur u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n h o m e ost asis, s u c h as t h e 
m e c h a nis m of li p o pr ot ei n bi o g e n esis a n d t h eir e xtr a v as c ul ar l o c ali z ati o n p att er ns. M or e 
i m p ort a ntl y, h o w e v er, m y  fi n di n gs la y t h e f o u n d ati o n f or n u m er o us f ut ur e st u di es b y 
e n a bli n g t h e st u d y of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns i n l ar v al z e br afis h, a n d est a blis hi n g a 
pr e c e d e nt f or t h e us e of t a g g e d A p o B r e p ort er s yst e ms t o st u d y at h er o g e ni c li p o pr ot ei n 
bi ol o g y.  
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C H A P T E R 1 –  Z E B R A F I S H A S A M O D E L O F A P O L I P O P R O T E I N 
B I O L O G Y: C O M P R E H E N S I V E E X P R E S S I O N A N A L Y S I S A N D A 
R O L E F O R A P O A -I V I N R E G U L A T I N G F O O D I N T A K E  
 
 
J essi c a P. Otis 1 , Eri n M. Z eit u ni1 , J a m es H. T hi e r e r 1, 2 , J e n nif er L. A n d ers o n 1 ,  
Al e x a n dr ia C. Br o w n 1 , Eri c a D. B o e h m1, 2 , D er e k M. C er c hi o n e 1, 2 , Al e xis M. C e asri n e1, 2 ,  
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1  C ar n e gi e I nstit uti o n f or S ci e n c e, D e p art m e nt of E m br y ol o g y, B alti m or e, M D, 2 1 2 1 8  
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3 W ei z m a n n I nstit ut e of S ci e n c e , D e p art m e nt of Bi ol o gi c al R e g ul ati o n, R e h o v ot, Isr a el  
 
T h e f oll o wi n g c h a pt er w as p u blis h e d as a  r es o ur c e arti cl e i n Dis e as e M o d els a n d 
M e c h a nis ms , F e br u ar y 2 0 1 5. I p erf or m e d t h e p h yl o g e n eti c a n d s y nt e ni c a n al ys es t o 
d et er mi n e t h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n a p oli p o pr ot ei n g e n es a n d g e n e cl ust ers 
( Fi g. 1). I m p ort a ntl y, t h es e a n al ys es d e m o nstr at e d t h at t h er e ar e t hr e e p ar al o gs of t h e 
a p o B g e n e i n t h e z e br afis h g e n o m e ( as o p p os e d t o o n e i n m a m m als; Fi g. 1). I p erf or m e d 
t h e i n sit u h y bri di z ati o n e x p eri m e nts t o d et er mi n e t h e e x pr essi o n p att er n of e a c h of t h e 
a p o B  p ar al o gs,  a n d s h o w e d t h at e a c h w as e x pr ess e d i n li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es 
i n cl u di n g t h e li v er, i nt esti n e, a n d y ol k s y n c yti al l a y er ( Y S L, Fi g. 3). I c o ntri b ut e d t o t h e 
writi n g of t h e o v er all m a n us cri pt, wit h s p e cifi c e m p h asis o n t h e p h yl o g e n eti c a n d 
sy nt e ni c st u di es, as w ell as t h e l o c ali z ati o n p att er n of  a p o B tr a ns cri pts.  
 
A b st r a ct  
 
I m pr o v e d u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei ns, p arti cl es t h at tr a ns p ort li pi ds t hr o u g h o ut 
t h e cir c ul ati o n, is vit al t o d e v el o pi n g n e w tr e at m e nts f or t h e d ysli pi d e mi as ass o ci at ed 
wit h m et a b oli c s y n dr o m e. A k e y c o m p o n e nt of li p o pr ot ei ns ar e a p oli p o pr ot ei ns, pr ot ei ns  
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t h at str u ct ur e t h es e p arti cl es a n d r e g ul at e li pi d m et a b olis m t hr o u g h c o ntr ol of c ell ul ar 
li pi d e x c h a n g e. C o nstr ai nts of c ell c ult ur e a n d m o us e m o d els i m p ort u n e f or a 
c o m pl e m e nt ar y m o d el t h at c a n r e pli c at e t h e c o m pl e x i n vi v o mili e u t h at r e g ul at es 
a p oli p o pr ot ei n a n d li p o pr ot ei n bi ol o g y. H er e, w e f urt h er est a blis h t h e utilit y of t h e 
g e n eti c all y tr a ct a bl e a n d o pti c all y cl e ar l ar v al z e br afis h as a m o d el of a p oli p o pr ot ei n 
bi ol o g y. G e n e a n c estr y a n al ys es w er e i m pl e m e nt e d t o v ali d at e t h e n o m e n cl at ur e f or t h e 
z e br afis h a p oli p o pr ot ei n A -I (a p o A -I), a p o B , a p o E , a n d a p o A -I V g e n es a n d t h eir 
e x pr essi o n p att er ns w er e d es cri b e d b y w h ol e -m o u nt m R N A i n sit u h y bri di z ati o n (I S H) ( 8 
c ell st a g e t hr o u g h 6 d a ys p ost f ertili z ati o n ( d pf)). T h e I S H r es ults e m p h asi z e d t h e 
i m p ort a n c e of a p oli p o pr ot ei ns i n tr a ns p orti n g y ol k a n d di et ar y li pi ds, wit h u ni v ers al 
m R N A e x pr essi o n i n t h e y ol k s y n c yti al l a y er, a n d i nt esti n al a n d li v er e x pr essi o n 
o bs er v e d fr o m 4 -6 d pf. F urt h er m or e, r e al -ti m e P C R r e v e al e d t h at tr a ns cri pti o n of t hr e e of 
t h e f o ur z e br afis h a p o A -I V g e n es ar e i n cr e as e d b y a 4 -h o ur, hi g h -f at f e e d. T h er ef or e, w e 
t est e d t h e h y p ot h esis t h at z e br afis h A p o A-I V p erf or ms a c o ns er v e d r ol e i n t h e r e g ul ati o n 
of f o o d i nt a k e b y tr a nsi e ntl y o v er e x pr essi n g A p o A -I V b. 1 i n tr a ns g e ni c l ar v a e a n d 
q u a ntif yi n g i n g esti o n of a c o -f e d fl u or es c e ntl y l a b el e d f att y a ci d d uri n g a hi g h-f at m e al as 
a n i n di c at or of f o o d i nt a k e. I n d e e d, A p o A -I V b. 1 o v er e x pr essi o n d e cr e as e d f o o d i nt a k e b y 
a p pr o xi m at el y o n e -t hir d, c o nfir mi n g t h at z e br afis h A p o A-I V b. 1 d e cr e as es hi g h-f at f o o d 
i nt a k e. T his st u d y c o m pr e h e nsi v el y d es cri b es t h e e x pr essi o n a n d f u n cti o n of el e v e n 
z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns a n d s er v es as a s pri n g b o ar d f or f ut ur e i n v esti g ati o ns t o 
el u ci d at e t h eir r ol es i n d e v el o p m e nt a n d dis e as e i n t h e l ar v al z e br afis h m o d el.  
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I nt r o d u cti o n  
 
T h e c urr e nt e pi d e mi c of m et a b oli c s y n dr o m e h as r es ult e d i n wi d es pr e a d 
m or bi dit y a n d m ort alit y d u e t o p o p ul ati o n i n cr e as es i n o b esit y, c ar di o v as c ul ar dis e as e, 
t y p e II di a b et es, h y p ert e nsi o n, a n d str o k e [ 8 3]. D e v el o pi n g tr e at m e nts f or t h e 
d ysli pi d e mi as fr e q u e ntl y ass o ci at e d wit h m et a b oli c s y n dr o m e ( e. g., hi g h s er u m 
tri gl y c eri d es ( T G); l o w hi g h-d e nsit y li p o pr ot ei n ( H D L) c h ol est er ol) is a pri orit y. It is w ell 
k n o w n t h at li p o pr ot ei n p arti cl es tr a ns p ort li pi ds t hr o u g h o ut t h e cir c ul ati o n.  H o w e v er, t h e 
d e v el o p m e nt of i m pr o v e d tr e at m e nts f or c o m m o n  d ysli pi d e mi as r e q uir es a d e e p er 
u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n f u n cti o n a n d r e g ul ati o n. F or i nst a n c e, d es pit e a v ast 
s ci e ntifi c lit er at ur e s p a n ni n g o v er 5 0 y e ars, w e still l a c k a b asi c m e c h a nisti c 
u n d erst a n di n g of t h e r el ati o ns hi p b et w e e n H D L a n d c ar di o v as c u l ar dis e as e ris k [ 8 4]. 
F urt h er m or e, c h ar a ct eri z ati o n of li p o pr ot ei n bi ol o g y is i m p ossi bl e wit h o ut a 
c o m pr e h e nsi v e st u d y of a p oli p o pr ot ei ns, t h e cl ass of o v er a d o z e n s e cr et e d, li pi d -bi n di n g 
pr ot ei ns t h at  f u n cti o n as str u ct ur al b a c k b o n es of li p o pr ot ei n p arti cl es a n d r e g ulat ors of 
c ell ul ar li pi d fl u x vi a c ell s urf a c e r e c e pt or bi n di n g a cti vit y.  
T his st u d y f o c us es  o n  f o ur m aj or s er u m a p oli p o pr ot ei ns: a p oli p o pr ot ei n A -I 
( A P O A-I), a p oli p o pr ot ei n B ( A P O B), a p oli p o pr ot ei n E ( A P O E), a n d a p oli p o pr ot ei n A-I V 
( A P OA -I V). A P O A -I is t he m ai n pr ot ei n c o m p o n e nt of H D L p arti cl es; i n a d diti o n t o its 
i ntri nsi c, b e n efi ci al a nti-o xi d ati v e, a nti -i nfl a m m at or y, a n d a nti-b a ct eri al pr o p erti es [ 8 5-
8 8] , A P O A-I r e g ul at es c h ol est er ol effl u x fr o m c ells t o H D L p arti cl es, t h e first st e p i n 
tr a ns p orti n g p eri p h er al c h ol est er ol t o t h e li v er f or e x cr eti o n vi a t h e bil e. T h e li v er a n d 
i nt esti n e pr o d u c e m a m m ali a n A P O A-I a n d s u bs e q u e ntl y H D L. H u m a ns h a v e t w o 
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is of or ms of t h e s e c o n d a p oli p o pr ot ei n of i nt er est, A P O B, r es ulti n g fr o m m R N A e diti n g: 
t h e s h ort f or m A P O B-4 8 is pr o d u c e d b y t h e i nt esti n e a n d t h e l o n g f or m A P O B -1 0 0 b y 
t h e li v er. A p o B 4 8 is a n ess e nti al str u ct ur al c o m p o n e nt of i nt esti n all y s e cr et e d 
c h yl o mi cr o ns, w hil e A P O B 1 0 0 c o nstit ut es v er y l o w -d e nsit y li p o pr ot ei ns ( V L D L) a n d 
l o w-d e nsit y li p o pr ot ei ns ( L D L) of h e p ati c ori gi n. A P O E, t h e t hir d a p oli p o pr ot ei n of 
i nt er est, is e x c h a n g e a bl e, tr a nsf erri n g b et w e e n m ost cl ass es of li p o pr ot ei ns i n t h e 
cir c ul ati o n. A P O E bi n d s t o L D L r e c e pt ors, t h er e b y r e g ul ati n g li pi d u pt a k e [ 8 9]; A P O E-
d efi ci e nt mi c e d e v el o p s e v er e at h er os cl er osis d u e t o i n cr e as e d cir c ul ati n g L D L 
c h ol est er ol [ 9 0]. I n a d diti o n t o b ei n g e x pr ess e d b y t h e i nt esti n e, li v er, a n d m a cr o p h a g es, 
A P O E is s y nt h esi z e d i n t h e m a m m ali a n br ai n a n d a cts as t h e m aj or a p oli p o pr ot ei n of t h e 
li pi d-ri c h c e ntr al n er v o us s yst e m ( C N S). T h e fi n al a p oli p o pr ot ei n e x a mi n e d, A P O A-I V, 
is pr o d u c e d b y t h e i nt esti n e a n d s e cr et e d as a c o m p o n e nt of c h yl o mi cr o ns f oll o wi n g 
li pi d-ri c h m e als. I n r ats, a c ut e a d mi nistr ati o n of A P O A-I V s u p pr ess es f o o d i nt a k e [ 9 1-
9 3] .  
O ur c h oi c e t o f o c us o n t h es e f o ur a p oli p o pr ot ei ns i n t his i n v esti g ati o n w as 
d et er mi n e d b y t h eir i m pli c ati o n i n a di v ers e r a n g e of d ysli pi d e mi as a n d 
n e ur o d e g e n er ati v e dis e as es. F or e x a m pl e, t h er e ar e stri ki n g p ositi v e c orr el ati o ns i n 
h u m a n p o p ul ati o ns b et w e e n pr ot e cti o n fr o m c ar di o v as c ul ar dis e as e a n d t h e l e v els of 
A P O A -I a n d H D L c h ol est er ol, as w ell as t h e o c c urr e n c e of s p e cifi c A P O A-I 
p ol y m or p his ms [ 9 4-9 6] . C o n v ers el y, L D L c h ol est er ol l e v els, w hi c h ar e i n p art d e p e n d e nt 
o n A P O B d u e t o its r e q uir e d str u ct ur a l r ol e i n t h es e p arti cl es, ar e p ositi v el y ass o ci at e d 
wit h c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k [ 9 7]. T hr e e p ol y m or p his ms i n h u m a n A P O E ar e  str o n gl y  
ass o ci at e d wit h  t h e effi c a c y of pl as m a li pi d cl e ar a n c e , a n d c o ns e q u e ntl y wit h t h e ris k of 
 2 0  
c ar di o v as c ul ar dis e as e,  a n d ris k of Al z h ei m er’s dis e as e [ 9 8, 9 9]. Fi n all y, t h e a cti o n of 
A P O A -I V i n r e d u ci n g f o o d i nt a k e is bl u nt e d b y c hr o ni c hi g h-f at f e e di n g a n d o b esit y, 
p ot e nti all y f urt h eri n g t h e vis c o us c y cl e of h y p er p h a gi a a n d w ei g ht g ai n [ 1 0 0]. 
C ell c ult ur e a n d m o us e st u di es h a v e pr o vi d e d t h e b ul k of o u r u n d erst a n di n g of t h e 
m e c h a nisti c r el ati o ns hi ps b et w e e n a p oli p o pr ot ei ns a n d dis e as e. H o w e v er, c ell c ult ur e 
s yst e ms d o n ot r e pli c at e t h e cr oss t al k b et w e e n m ulti pl e or g a ns, a n d st u di es  p erf or m e d i n 
w h ol e a ni m als oft e n h a v e t o r el y o n i n dir e ct ass a ys t h at m e as ur e s urr o g at es f or li pi d 
m et a b olis m ( e. g. pl as m a li pi d pr ofil e). As a r es ult, t h e i ntri c at e d et ails of t h e r e g ul at or y 
si g n als t h at c o or di n at e c ell ul ar r es p o ns es t o li pi ds a n d pr o d u cti o n of s p e cifi c li p o pr ot ei ns 
fr o m p arti c ul ar tiss u es r e m ai n i n c o m pl et ely c h ar a ct eri z e d . F or e x a m pl e, it w as l o n g 
b eli e v e d t h at A P O A -I a n d H D L pr e v e nt e d c ar di o v as c ul ar dis e as e t hr o u g h r e v ers e 
c h ol est er ol tr a ns p ort, t h e tr a ns p ort of p eri p h er al c h ol est er ol t o t h e li v er, h o w e v er mi c e 
l a c ki n g A P O A-I h a v e n or m al bili ar y c h ol est er ol s e cr eti o n [ 1 0 1] a n d p h ar m a c e uti c als t h at 
r ais e H D L-C f ail e d t o pr o vi d e t h e pr ot e cti o n o bs er v e d wit h n at ur all y hi g h H D L 
c h ol est er ol l e v els [ 1 0 2, 1 0 3]. M or e o v er, a c ut e a d mi nistr ati o n of A P O A-I V t o r ats 
s u p pr ess es f o o d i nt a k e [ 9 1], b ut c hr o ni c o v er-e x pr essi o n or d el eti o n of A P O A -I V d o es 
n ot aff e ct f o o d i nt a k e i n mi c e [ 1 0 4, 1 0 5]. T h e s e e mi n gl y c o nfli cti n g fi n di n gs s urr o u n di n g 
A P O A -I a n d A P O A-I V f u n cti o n hi g hli g ht t h e n e e d f or e x p eri m e nt al m o d el s yst e ms t h at 
s u p p ort t h e st u d y of gl o b al a p oli p o pr ot ei n d y n a mi cs i n li vi n g or g a nis ms a n d r el at e t h es e 
o bs er v ati o ns b a c k t o t h e r es p o ns e of a p arti c ul ar c ell wit hi n a gi v e n or g a n. R e m ar k a bl y, 
st u di es at t his l e v el of r es ol uti o n c a n b e p er f or m e d i n t h e l ar v al z e br afis h (D a ni o r eri o ). 
T h e l ar v al z e br afis h h as a hi g hl y si mil ar, y et si m plifi e d, g astr oi nt esti n al tr a ct t o t h at of 
h u m a ns [ 1 0 6]. Z e br afis h als o h a v e a si mil ar li p o pr ot ei n li pi d tr a ns p ort s yst e m [ 1 0 7]; 
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t h o u g h t h e t el e ost g e n o m e d u pli c ati o n e v e nt cr e at e d m ulti pl e p ar al o gs of m ost z e br afis h 
a p oli p o pr ot ei ns. Hist ori c all y a n i m p ort a nt d e v el o p m e nt al m o d el, t h e z e br af is h is 
e m er gi n g  as a n i n v al u a bl e  r es o ur c e t o st u d y m et a b oli c  f u n cti o n i n h e alt h a n d dis e as e 
[ 1 0 6, 1 0 8-1 1 3] . T his cl ai m is s u p p ort e d b y a b o d y of r es e ar c h t h at h as c o m bi n e d t h e 
g e n eti c tr a ct a bilit y a n d c o n d u ci v e n ess t o li v e i m a gi n g of l ar v a e  wit h n o v el z e br afis h 
m o d els of di et ar y m a ni p ul ati o ns ( hi g h -f at [ 1 1 4, 1 1 5], -c h ol est er ol [ 8 0], a n d -c ar b o h y dr at e 
di ets [ 1 1 6, 1 1 7]), c ar di o v as c ul ar dis e as e [ 1 1 8], t y p e II di a b et es [ 1 1 9, 1 2 0] , h e p ati c 
st e at osis [ 1 2 1-1 2 3] , a n d o b esit y [ 1 2 4-1 2 6] , t o pr o vi d e s e v er al tr a nsl ati o n al i nsi g hts. 
S p e cifi c dis c o v eri es r el at e d t o a p oli p o pr ot ei n f u n cti o n t h at h a v e b e e n g ai n e d fr o m 
w or k i n l ar v al z e br afis h i n cl u d e t h e fi n di n gs t h at Ap o B n e g ati v el y r e g ul at es a n gi o g e n esis 
vi a V e gfr 1 [ 4 9], Ap o A -I bi n di n g pr ot ei n i n hi bits a n gi o g e n esis vi a V e gfr 2 [ 1 2 7], a n d 
A p o A -II is r e q uir e d f or pr o p er c hr o m os o m e s e p ar ati o n d uri n g n u cl e ar di visi o n of i n vi v o 
l ar v al z e br afis h c ells  a n d  c ult ur e d  h u m a n  c ells  [ 1 2 8]. Alt h o u g h m ulti pl e st u di es h a v e 
d es cri b e d e x pr essi o n p att er ns a n d f u n cti o ns of p arti c ul ar z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns [ 1 2 9-
1 3 5] , n o n e c h ar a ct eri z e d e x pr essi o n fr o m t h e 8 c ell st a g e c o m pr e h e nsi v el y t hr o u g h o ut 
l ar v al d e v el o p m e nt, i n cl u d e d all p ar al o gs of a gi v e n g e n e, or e x a mi n e d t h e eff e ct of 
f e e di n g. T h e est a blis h m e nt of t h e z e br afis h as a n eff e cti v e m o d el of li p o pr ot ei n bi ol o g y 
h as b e e n  li mit e d b y i n c o m pl et e c h ar a ct eri z ati o n of t h es e pr ot ei ns. F or t his r e as o n, 
syst e m ati c st u d y of t h e z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns is cr u ci al. 
W e u n d ert o o k a st u d y t o f urt h er est a blis h t h e us e of t h e z e br afis h as a m o d el of 
a p oli p o pr ot ei n f u n cti o n i n li pi d m et a b olis m, e m br y o ni c d e v el o p m e nt, di et ar y n utri e nt 
pr o c essi n g, a n d dis e as e. W e first v ali d at e d a n d cl arifi e d t h e z e br afis h a p oli p o pr ot ei n 
n o m e n cl at ur e b y i n v esti g ati n g t h e a n c estr al r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e f o ur h u m a n a n d 1 1 
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z e br afis h A P O A -I, A P O B, A P O E, a n d A P OA -I V g e n es wit h s e q u e n c e, s y nt e ni c, a n d 
p h yl o g e ni c a n al ys es. S e c o n d, w e c h ar a ct eri z e d z e br afis h a p oli p o pr ot ei n  s p ati ot e m p or al 
e x pr essi o n  p att er ns t hr o u g h o ut e m br y o g e n esis a n d e arl y l ar v al d e v el o p m e nt , a n d 
d et er mi n e d h o w t h es e m et a b oli c pr ot ei ns ar e tr a ns cri pti o n all y r e g ul at e d b y a hi g h -f at 
f e e d. Fi n all y, w e d et er mi n e d t h at z e br afis h Ap o A -I V, of w hi c h t hr e e of f o ur p ar al o gs ar e 
u pr e g ul at e d b y a hi g h -f at m e al, d e cr e as es f o o d i nt a k e w h e n o v er e x pr ess e d i n tr a ns g e ni c 
l ar v a e pr es e nt e d wit h a hi g h-f at m e al. T h us i n di cati n g t h at z e br afis h A p o A -I V h as a 
c o ns er v e d r ol e i n t h e r e g ul ati o n of hi g h -f at f o o d i nt a k e a n d f urt h er est a blis hi n g t h e l ar v al 
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R e s ult s  
 
G e n e A n c estr y A n al ysis  of Z e br afis h A p oli p o pr ot ei ns  
T h e a p pli c ati o n  of a c o m m o n a p oli p o pr ot ei n n o m e n cl at ur e is of p ar a m o u nt 
i m p ort a n c e t o t h e l ar g er r es e ar c h c o m m u nit y i n or d er t o c orr e ctl y i nt er pr et, r e pli c at e, a n d 
b uil d u p o n p u blis h e d  fi n di n gs. B y c o n v e nti o n, ze br afis h g e n es ar e n a m e d b as e d o n t h eir 
cl os est h u m a n ort h ol o gs, as d et er mi n e d b y pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c e c o m p aris o ns. 
T o v erif y  t h at e a c h  z e br afis h a p oli p o pr ot ei n g e n e w as c orr e ctl y n a m e d , w e  c h e c k e d  n ot 
o nl y  t h at t h e 1 1 z e br afis h  a p o A -I, a p o B , a p o E , a n d a p o A -I V g e n es w er e  m ost si mil ar i n 
a mi n o a ci d s e q u e n c e t o t h eir h u m a n ort h ol o g , b ut als o i n v esti g at e d s h ar e d s y nt e ni c g e n e 
r e gi o ns a n d c o m pl et e d p h yl o g e ni c a n al ys es. T h es e d at a w er e c o m m u ni c at e d t o t h e 
Z e br afis h M o d el Or g a nis m D at a b as e ( Z FI N) d at a b as e t e a m  t o r efi n e t h e n o m e n cl at ur e 
a n d pr o p a g at e t h es e g e n e n a m es t o z e br afis h g e n o m e d at a b as es.  
T h e g e n e a n c estr y a n al ysis b e g a n wit h a c o m p aris o n of z e br afis h a p oli p o pr ot ei n 
a mi n o a ci d s e q u e n c es t o t h e h u m a n r ef er e n c e pr ot ei n s e q u e n c e d at a b as e vi a t h e B L A S T p 
al g orit h m t o v erif y ort h ol o g y ( Fi g. 1 a). T his  w as f oll o w e d b y p air wis e N e e dl e m a n -
W u ns c h s e q u e n c e ali g n m e nt s, w hi c h  s h o w e d a r a n g e of 1 7. 9 % - 3 3. 3 % s e q u e n c e i d e ntit y 
a n d 2 9. 0 % - 5 4. 2 % s e q u e n c e si mil arit y  b et w e e n z e br afis h a n d h u m a n ort h ol o gs ( Fi g. 1 a).  
T h e p u bli cl y a v ail a bl e G e n o mi c us a n d S y nt e n y D B a n al ysis t o ols w er e us e d t o i d e ntif y 
s y nt e ni c bl o c ks of g e n es b et w e e n z e br afis h a n d h u m a n a p oli p o pr ot ei n ort h ol o gs. T h e 
s y nt e ni c a n al ysis r e v e al e d  t h at t h e h u m a n a n d z e br afis h A P O A -I a n d A P O E  ort h ol o gs  
s h ar e cl e ar s y nt e ni c g e n e r e gi o ns ( Fi g. 1 c). a p o B a  a n d a p o B b. 1  als o s h ar e 
� � �
� � �
� ��� � �� � �� �� � ����� � ��� � �� �� � �� �� � ����� � � �� � �� �� � � � � � � � � �� �� �
� � �� ��� � ��� ��� � �� � �� �� �� � � � ���� �� � ����� �� ��� ���
� �� � � � �� � � ��  � ��  � �� �� � �� �� � �� � � ���� ��� � �� �� � � �� � �� ��� � �
� � ��� �� � � � �� ��� � � � �� � � �� ���� � �� � � ��� � � ��� � ��� � �� ���� � �� � � �� ���� �
� � � � � �� �� � � ���  � � � � � ����  � � � �� � � �� � � �� � �� � � � �� �� � �� � ��
� � � ��� ���� �� � ��� �� �� �� ��� �� �� �� �� ��� � � ����� � � �� �� �� ��� � �� �� � ���� � �� �
� �� � � �� � �� � � � �� � � � � � ��  � � � �� � � � ��� � � ��� �� � � �� � �� � ��� � �
� �� �� �� � �� � � �� � �� � � � � � � � � � � �� � � �� ���� � �� � �� �� � � �� � ��� � ����
���� �� � �� � �� � � � �� �� �� �� ��� � � �� ��� � �� ���� �� � ��� �� �� �� � �� ≥ � � �� � � �
� �� �� � � �� � � � ��� ����� �� � �� � � �� ��� � �� � � � �� � �� �� � � ��� � ��� ��� �� �� �� � �
� � � � �� � �� �� � � �� � � � �� � ���� �� �� ����  �� ��� � � ��  �� ���� � � � � ��� � � � �
� � � �� � ��� � ���� � �� � �� � ��� � � � �� � ��� � ��� � � � � �� �� � � � � � �� ��� ���� � �
� �� ���� �� ���� �� ��� � � � �� �� �� �� ��� �� � �� �� ��� � � �� � �� � ���� �� � � ��� � �� � �
��� � �� ���  � � � �� �� �� �� �� ��� �� � ��� � � �� � �� � �� ��� � �� � ���� � �� ��� � ���
� � � � � � � �� � � �� � � � �� � � � � �� � � � �� �� �� � � � � � �� � � ��� � � � ��� � ��� � �� � � � �� � � �� � � � � � �
�� ��� ��  � � ��� � � �� �� �� �� � � � �� � � � � ��� �� � � �� � �� �� � ��� � � �� ��� ��� � �� � � � � � � � �� �� ��� ���� �� � �� � � � �� � � �� ��� � �� � � �� � � � ��� � � ��� � � �� �� �� �� ��� � �� � � ��� � � �� ��� � �� � � � � �
�� ���� �� � �� � � ���� ��� � ��� � �� � � � � � �� ���� � � �� � ���� � �� � � � � �� � �� � � �� �� �� �� �� � �� � � � � ��� � � �� � �� � � �� � � �� �� ��� ���� �� � �� � � � �� � � �� ��� � �� � � �� � � � � �� ��� � �� � � �� � � �
� �� �� �� � � �� � �� � � � �� � � � � � � � � � � �� � �� � �� � �� �� � ��� �� � �� � � � � � � � �� ��� � � � � ����� ��� � � �� � � � �� ��� ���� � �� ��� � � � � ��� � � �� ��� � ��� � � � � ��� � �� � � � �� � � �� � � �� � � � �� �
� � � ����� � � � ��� � � � �� � � �� � � � ��� �� � � � � � �� � ���� � �� � �� � �� � �� �� � � � � � � � � �� � �� � � � ��� � � ��� ��� � �� � �� ��� �� �� � � �� � �� � � � ��� � � �� ��� � �� � � � � �� ��� ��� � � � �� �� � � ��� �
� � � ��� � ��� ���� � ��� �� � ���≥ � ��� �� �� �� �� � �� � �� �� � ���� � � ������ ��� � � ��� � � �� ��� � �� � � ��� � � �� �� � � �� � � � � �� � � �� �� � � �� � �� �� � � � ��� � �� � � �� ��� ��� � ���� � � � � �� ��� � �� � � ��
� � � � � ��� ��� � �� � � � �� ��� � �� ��� � � � � �� � � �� � � �� ��� � �� � �� � � � � � � � ��� � � � � � �� ��� ���� � � �� � � � � � ��� � �� � � � � �� � � �� � � �� ��� � �� ��� � �� � � ��
�� � � � �� ��� � � ��� � � � � �� �� �� � � � �� � � � � �� � �� � � �� � �� ���� �� � � �� ��� ��� � �� � � � � � � � �� �� ��� ���� �� � �� � � � ��
� � �� ��� � �� � � �� � � � � �� � � ��� � � �� �� �� �� ��� � �� � � ��� � � �� ��� � �� � � � � �� �� ���� �� � �� � � ���� ��� � ��� � �� � � � � � �� ����
� � �� � ���� � �� � � � � �� � �� � � � �� �� �� �� � �� � � � � ��� � � �� � �� � � �� � � �� �� ��� ���� �� � �� � � � �� � � �� ��� � �� � � �� � � � � ��
��� � �� � � �� � � �� � �� �� �� � � �� � �� � � � �� � � � � � � � � � � �� � �� � �� � �� �� � ��� �� � �� � � � � � � � �� ��� � � � � ���� � ��
� � �� � � � � ��� ���� � �� ��� � � � � ��� � � �� ��� � ��� � � � � ��� � �� � � � �� � � �� � � �� � � � �� �� � � � � ���� � � � ��� � � � �� � � �� � � � ��
� �� � � � � � �� � ���� � �� � �� � �� � �� �� � � � � � � � � �� � �� � � � ��� � � ��� ��� � �� � �� ��� �� �� � � �� � �� � � � ��� � � �� ��� � �� � � � � ����
� ��� � � � �� �� � � ��� ��� � � ��� � ��� ���� � ��� �� � ��� � � ��� �� �� �� �� � �� � �� �� � ���� � � ������ �� � � ��� � � �� ��� � �� � � ��� � � �� �� �� ��
� � � � �� � � �� �� � � �� � �� �� � � � ��� � �� � � �� ��� ��� � ���� � � � � �� ��� � �� � � ��� � � � � � ��� ��� � �� � � � �� ��� � �� ��� � � � � �� � � ��
� � �� ��� � �� � �� � � � � � � � ��� � �� � � �� ��� ���� � � �� � � � � � ��� � �� � � � � �� � � �� � � �� ��� � �� ��� � �� � � ��
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s y nt e ni c g e n e r e gi o ns wit h h u m a n A P O B, b ut  a p o B b. 2 d o es n ot ( Fi g. 1 c). T h e  z e br afis h 
a p o A -I V g e n es s h ar e s y nt e ni c g e n e r e gi o ns  wit h h u m a n A P O E  ( Fi g. 1 c). 
T h e p h yl o g e n eti c r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e h u m a n (H o m o s a pi e ns ), z e br afis h, 
m o us e  (M us m us c ul us ), c hi c k e n (G all us g all us ), a n d c o el a c a nt h (L ati m eri a c h al u m n a e ) 
A P O A -I, AP O B, A P O E, a n d A P O A -I V g e n es w er e e x a mi n e d b y g e n er ati n g a m ulti pl e 
s e q u e n c e ali g n m e nt  wit h t h e it er ati v e M A F F T m ulti pl e ali g n m e nt t o ol. A m o n g t h e s uit e 
of M A F F T it er ati v e ali g n m e nt pr o gr a ms, t h e G -I N S-I str at e g y w as s el e ct e d as t h e m ost 
a p pr o pri at e f or o ur d at as et, as it is r e c o m m e n d e d f or s e q u e n c es s h ari n g gl o b al h o m ol o g y . 
T h e r es ulti n g a li g n m e nt w as f u n n el e d i nt o t h e M A F F T tr e e s er v er a n d us e d t o b uil d a 
n ei g h b or j oi ni n g tr e e b as e d o n all g a p -fr e e sit es, usi n g t h e J T T s u bstit uti o n m o d el a n d 
all o wi n g esti m ati o n of sit e h et er o g e n eit y ( al p h a). B o otstr a p r es a m pli n g w as s et t o 1 0 0. 
T h e a p oli p o p r ot ei n g e n e f a mili es s h o w e d t h e r el ati o ns hi ps e x p e ct e d b as e d o n t h e 
s e q u e n c e a n al ys es a n d pr e vi o us g e n e a n c estr y a n al ys es [ 1 3 6], gr ou pi n g i nt o f o ur disti n ct 
cl a d es ( Fi g. 1 b). T h er e  w as str o n g b o otstr a p s u p p ort ( > 7 0) gr o u pi n g z e br afis h 
a p oli p o pr ot ei n g e n es wit h t h eir v ert e br at e ort h ol o gs i n all c as es e x c e pt f or a p o A -I V. T h e 
a n al ysis als o  e m p h asi z es t h e cl os e e v o l uti o n ar y r el ati o ns hi p b et w e e n A p o A-I V b. 1, 
A p o A -I V b. 2, a n d Ap o A -I V b. 3. 
 
S p a ci ot e m p or al A p oli p o pr ot ei n E x pr essi o n P att er ns  
 Utili z ati o n of t h e z e br afis h t o m o d el d ysli pi d e mi as is li mit e d b y i n c o m pl et e 
k n o wl e d g e of t h e d e v el o p m e nt al e x pr essi o n p att er ns of e a c h a p oli p o p r ot ei n. Alt h o u g h 
e x pr essi o n p att er ns of a s u bs et of z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns h a v e b e e n p u blis h e d, t h es e 
st u di es g e n er all y d o n ot i n di c at e w hi c h a p oli p o pr ot ei n p ar al o g w as st u di e d, n or 
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c o m pr e h e nsi v el y d es cri b e h o w t h e g e n es ar e e x pr ess e d t hr o u g h o ut e m br y o n i c a n d l ar v al 
d e v el o p m e nt. T h us, w e p erf or m e d a c o m pr e h e nsi v e m R N A e x pr essi o n a n al ysis of all 1 1 
of t h e a p o A -I, a p o B , a p o E , a n d a p o A -I V g e n es fr o m t h e 8 -c ell st a g e t o 6 d pf.  
I n-sit u h y bri di z ati o n (I S H) w as c arri e d o ut wit h a ntis e ns e ri b o pr o b es s p e cifi c t o 
e a c h a p oli p o pr ot ei n st u di e d ( Fi gs. 2-5) a n d  c o ntr ol s e ns e ri b o pr o b es ( d at a n ot s h o w n). All 
1 1 a p oli p o pr ot ei ns w er e e x pr ess e d i n t h e y ol k s y n c yti al l a y er ( Y S L) d uri n g 
e m br y o g e n esis ( Fi gs. 2 -5), a  fi n di n g c o nsist e nt wit h t h e Y S L ’s u ni q u e r ol e i n pr o c essi n g 
y ol k li pi ds a n d s e cr eti n g V L D L t o s u p p ort e m br y o ni c a n d l ar v al d e v el o p m e nt [ 1 3 7]. 
E arli est a p oli p o pr ot ei n e x pr essi o n w as o bs er v e d wit h a p o E b  m R N A l o c ali z ati o n t o t h e 
Y S L d uri n g bl ast ul ati o n ( 3 0 % e pi b ol y ) ( Fi g. 4). G astr ul ati o n ( 8 0-1 0 0 % e pi b ol y) is 
ass o ci at e d wit h t h e e arli est e x pr essi o n of a p o A -I a a n d a p o A -I b m R N A i n t h e Y S L ( Fi g. 
2). a p o B a , a p o B b. 1  ( Fi g. 3 a), a p o E a  ( Fi g. 4), a n d t h e f o ur a p o A -I V g e n es ( Fi g. 5) ar e  first 
e x pr ess e d d uri n g s o mit o g e n esis ( 1 5 -2 0 s o mit es). W hil e m a n y a p oli p o pr ot ei ns ar e 
e x pr ess e d u nif or ml y t hr o u g h o ut t h e Y S L, s o m e l o c ali z e t o s p e cifi c Y S L r e gi o ns or i n 
p att er ns i n di c ati v e of s u b c ell ul ar ni c h es. F or e x a m pl e, at 8 0 -1 0 0 % e pi b ol y b ot h a p o A -Ia  
a n d a p o A -I b m R N A l o c ali z e d t o p eri n u cl e ar Y S L r e gi o ns ( Fi g. 2), at 1 5-2 0 s o mit es 
a p o B b. 2  a n d a p o E a  ar e e x pr ess e d str o n gl y i n disti n ct s u br e gi o ns of t h e Y S L ( Fi g. 3 a, 4),  
a n d at 1 d pf a p o A -I V a, a p o A -I V b. 2, a n d a p o A -I V b. 3 l o c ali z e m or e str o n gl y t o t h e y ol k 
e xt e nsi o n t h a n t o t h e ot h er ar e as of t h e Y S L ( Fi g. 5).  
As t h e di g esti v e or g a ns d e v el o p ( 4 -6 d pf), t h e a p oli p o pr ot ei ns e x a mi n e d b e gi n t o 
b e e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e a n d/ or li v er, oft e n wit h g e n e p ar al o gs s e gr e g at e d t o diff er e nt 
or g a ns. I S H s h o w e d t h at a p o A -I a m R N A is e x pr ess e d o nl y i n t h e i nt esti n e a n d t h at t h e 
m aj orit y of a p o A -I b m R N A l o c ali z es t o t h e li v er, wit h o nl y w e a k e x pr essi o n i n t h e 
� � �
� � � � �� �� �� �� �� � � � � � ����� ��� ��� � ���� � �� � � �� � � �� ���� �� ��� � � � �� ��� � �� �
� � � �� � � � � �� ����� � �� � �� ����� �� � �� ���� �� ��� � � � �� �� �� �� �� ��� �� � ��� � � �
�� � �� ��� � �� � ���� � �� ��� � ���� �� � ��� ��� ��� �� � ���� � � � � �� �� � � �� � � � �� �
� ��� � � �� �� ����� �� ��� � � �� � �� ���  � � � �� �� �� �� �� � �� � �� ��� � �� ���  � � � �
�� �� �� ���� � ��� � �� � �� � ���� ��� � � � � � � � �� �� � �� ��� � �� ��� � �� � ���  � � � �
�� �� �� ��� �� ��� � ���
�� �� � ��� � ��� � � ��� � � � � � �� � � ��� � � � � � � �� �� � � � � � � �� � �� � �
� � �� �� �� � � � �� � �� � � �� �� � ��� � � �� ��� � �� ���� � �� ��� � � �� �� � � ��� � � �� �� �� �
� � � �� � � ��� � � � � ��� � � � � �� � �� ��� � � �� �� � ��� � � � �� � � � � �� ��� � �� ��� � � ��
� �� � �� � ���  ��� �� � � � � ���� � �� ��� � �� �� � ���� � ���� � � �� � ���� ��� � �� ��
� � � � � � � ���� � � ��� �� � � ��� � � � � ������ � ���� � �� ����� �� �� � �� ���� �� ��� ���� � �� �
�� �� �� ��� � �� �� �� �� �� �� �� �� �� � �� � �����  � �� ��� �� � ���� � ��� �� ��� � ��� ��� ��
� ��� � ��� �� � � � � � � �� � � �� � ���� � � ���� � �� ��� �� �� �� ���� �� ����� � �� ��� ��� � � ��� �
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tr a ns cri b e d i n b ot h t h e li v er a n d i nt esti n e is a p o A -I V b. 1 ( Fi g. 5). T h e s ol e a p oli p o pr ot ei ns 
e x pr ess e d o utsi d e t h e Y S L a n d di g esti v e or g a ns ar e a p o E a  a n d a p o E b ; a p o E b  l o c ali z es t o 
t h e t ail b u d ( 1 5-2 0 s o mit es - 1 d pf), a pi c al e ct o d er m al ri d g e ( A E R) ( 1 5 -2 0 s o mit es - 6 
d pf), olf a ct or y orifi c es ( 1 -6 d pf), fi n b u ds ( 2 -6 d pf), es o p h a g us/ p h ar y n x ( 2 -6 d pf), gill 
ar c h es ( 3 -6 d pf), m a cr o p h a g es i n t h e h e a d ( 3 -6 d pf), r eti n a ( 4 -6 d pf), p eri d er m ( 4 -6 d pf), 
a n d b ot h a p o E  g e n es ar e e x pr ess e d i n t h e s wi m bl a d d er ( 6 d pf) ( Fi g. 4). 
  Wit h I S H w e w er e a bl e t o q u alit ati v el y c h ar a ct eri z e s p a ci ot e m p or al m R N A 
e x pr essi o n  a n d l o c ali z ati o n  of t h e z e br afis h a p o B  p ar al o gs. H o w e v er, m R N A e x pr essi o n 
l e v els d o n ot n e c ess aril y c orr el at e wit h pr ot ei n l e v els. T h er ef or e, w e us e d li q ui d 
c hr o m at o gr a p h y m ass s p e ctr o m etr y ( L C-M S/ M S) t o d et er mi n e  if a p o B  m R N A 
e x p r essi o n o bs er v e d b y I S H is mirr or e d b y A p o B pr ot ei n l e v els. Tot al l ar v al pr ot ei ns ≥ 
2 5 0 k D a w er e a n al y z e d ( all t hr e e z e br afis h Ap o B p ar al o gs  r u n i n t his si z e r a n g e o n t h e 
S D S -P A G E g el ; u n p u blis h e d o bs er v ati o n , I. A. D, H. T., a n d K. Y.). L C -M S/ M S  r e v e al e d 
t h at A p o B b. 1 a c c o u nts f or t h e m aj orit y of t ot al Ap o B pr ot ei n  i n b ot h 2 a n d 1 5 d pf  l ar v a e: 
9 6. 3 % of t ot al A p o B pr ot ei n at 2 d pf a n d 9 4. 2 % at 1 5 d pf ( Fi g. 3 b).  A p o B a pr ot ei n 
a c c o u nts f or a s m all  p er c e nt a g e of t ot al A p o B  at b ot h d e v el o p m e nt al ti m e p oi nts (3. 1 % of 
t ot al Ap o B pr ot ei n at 2 d pf a n d 3. 4 % at 1 5 d pf ) ( Fi g. 3 b). Fi n all y, a t 2 d pf A p o B b. 2 
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r e pr es e nts e xtr e m el y littl e of t h e t ot al A p o B pr ot ei n ( 0. 6 % of t ot al A p o B pr ot ei n), b ut b y 
1 5 d pf it c o m p os es 2. 4 % of t ot al l ar va e A p o B pr ot ei n ( Fi g. 3 b ).  
 
A Hi g h -F at F e e d I n d u c es A p oli p o pr ot ei n Tr a ns cri pti o n  
T h e pr es e n c e i n t h e li v er a n d/ or i nt esti n e of e v er y a p oli p o pr ot ei n e x a mi n e d, 
e x c e pt a p o B b. 2 , at 6 d pf –  a d e v el o p m e nt al p oi nt t h at c oi n ci d es wit h e x h a usti o n of y ol k 
n utri e nts  a n d i niti ati o n of e x o g e n o us f o o d i nt a k e -, s u g g ests a cr u ci al r ol e f or t h es e 
pr ot ei ns i n di et ar y li pi d tr a ns p ort. D es pit e t his c orr el ati o n, it is c urr e ntl y u n k n o w n if 
i n g esti o n of di et ar y li pi ds tr a ns cri pti o n all y r e g ul at e z e br afis h a p oli p o pr ot ei n m R N A 
e x pr essi o n. W e pr e di ct e d t h at di et ar y li pi ds mi g ht i n d u c e a p oli p o pr ot ei n e x pr essi o n si n c e 
t h e pr es e n c e of t h es e pr ot ei ns is ess e nti al f or li pi d pr o c essi n g a n d tr a ns p ort. T o a d dr ess 
t h e h y p ot h esis t h at i n g esti o n of di et ar y li pi ds w o ul d i n d u c e a p oli p o pr ot ei n tr ans cri pti o n, 
w e us e d a n est a blis h e d hi g h -f at f e e di n g p ar a di g m i n w hi c h c hi c k e n e g g y ol k e m ulsifi e d 
i n e m br y o m e di a ( 5 % c hi c k e n e g g y ol k; 4 h o urs) is f e d t o l ar v al z e br afis h [ 1 1 4]. I niti all y, 
w e p erf or m e d I S H o n u nf e d a n d hi g h -f at, 6 d pf f e d l ar v a e. W hil e I S H is a p o w erf ul t o ol 
t o l o c ali z e tr a ns cri pts, it c a n o nl y pr o vi d e a q u alit ati v e m e as ur e of e x pr essi o n l e v els si n c e 
t h e d e v el o p m e nt of t h e c ol ori m etri c r e a d o ut is a n o n-li n e ar pro c ess. D es pit e t his 
li mit ati o n, w e o bs er v e d i n cr e as e d i nt esti n al a n d h e p ati c si g n al of s o m e a p oli p o pr ot ei ns 
f oll o wi n g a hi g h-f at f e e d, c o nsist e nt wit h p ossi bl e i n cr e as es i n m R N A e x pr essi o n ( Fi g. 
6 a).  
T o q u a ntit ati v el y ass ess t h e eff e ct of di et ar y li pi ds o n l ar v al a p oli p o pr ot ei n 
m R N A e x pr essi o n, w e p erf or m e d r e al -ti m e P C R ( R T-P C R) o n t h e g uts (i nt esti n e, li v er, 
a n d p a n cr e as) of 6 d pf u nf e d l ar v a e a n d t h eir f e d cl ut c h -m at es 1, 2, 3, a n d 4 h o urs aft er 
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t h e o ns et of a hi g h-f at f e e d ( 1 0 % c hi c k e n e g g y ol k; 1 h o ur) ( Fi g. 6 b). R T-P C R r e v e al e d a 
r e m ar k a bl e, ~ 3 0-f ol d i n cr e as e i n a p o A -I V b. 3 m R N A at 2 h o urs f oll o wi n g t h e o ns et of 
f e e di n g ( o n e-w a y A N O V A, F( 4, 1 0) = 9. 3 5 9, p = 0. 0 0 2 1), a ~ 1 2 -f ol d i n cr e as e i n a p o A -I V a 
at t h e s a m e ti m e p oi nt ( o n e -w a y A N O V A, F( 4, 1 0) = 9. 3 1 8, p = 0. 0 0 2 1), a n d a n ~ 5 -f ol d 
i n cr e as e i n a p o A -I V b. 2 b y 4 h o urs p ost -f e e d o ns et ( o n e-w a y A N O V A, F( 4, 1 0) = 5. 4 3 3, 
p = 0. 0 1 3 7). T h e i n cr e as es i n g e n e e x pr essi o n a p p e ar t o b e s p e cifi c t o i n g esti o n of di et ar y 
li pi ds, as n o c h a n g es w er e o bs er v e d aft er a hi g h-pr ot ei n, l o w -lipi d w hit e f e e d ( 1 0 % e g g 
w hit e; 1 h o ur; E. M. Z. a n d S. A. F. u n p u blis h e d o bs er v ati o n). I n c o ntr ast, alt h o u g h t h er e 
w er e tr e n ds f or i n cr e as es i n e x pr essi o n of t h e ot h er a p oli p o pr ot ei ns, t h e y w er e n ot 
st atisti c all y si g nifi c a nt. R T -P C R w as n ot p erf or m e d f or  a p o B b . 2 as t h e e x pr essi o n l e v el 
i n t h e g ut at 6 d pf  is b el o w t h e d et e cti o n li mit of t h es e ass a ys.  
 
Z e br afis h A p o A -I V  O v er e x pr essi o n  D e cr e as es Li pi d -Ri c h F o o d I nt a k e  
U n d erst a n di n g t h e g ut -br ai n si g n als u n d erl yi n g a p p etit e r e g ul ati o n is criti c al i n 
t h e c o nt e xt of t h e c urr e nt o b esit y e pi d e mi c. R at A P O A -I V is s e cr et e d fr o m t h e i nt esti n e 
o n c h yl o mi cr o ns f oll o wi n g a hi g h -f at f e e d a n d a cts as a s ati et y f a ct or, si g n ali n g vi a v a g al 
aff er e nts t o c e ntr all y d e cr e as e f o o d i nt a k e [ 9 2, 1 3 8]. T h er ef or e w e h y p ot h esi z e d t h at 
A p o A -I V mi g ht h a v e a c o ns er v e d r ol e i n t h e r e g ul ati o n of f o o d i nt a k e i n z e br afis h, 
pr e di cti n g t h at it  w o ul d d e cr e as e  f o o d i nt a k e d uri n g hi g h -f at f e e di n g. T o a d dr ess t his 
q u esti o n w e cr e at e d tr a nsg e ni c z e br afis h t h at o v er e x pr ess A p o A -I Vb. 1 a n d m C h err y o n 
a n i n d u ci bl e h e at s h o c k pr ot ei n 7 0 ( hs p 7 0) pr o m ot er ( T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y )).  
W e a nti ci p at e d t h at if A p o A -I V b. 1 i n d u c es s ati et y, T g( hs p 7 0: a p o A -
I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e o v er e x pr essi n g A p o A-I V b. 1 f oll o wi n g a h e at s h o c k w o ul d  e at l ess 
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d uri n g a  hi g h -f at fe e d. T o m e as ur e f o o d i nt a k e, l ar v a e w er e f e d a hi g h -f at m e al ( 1 0 % e g g 
y ol k; 4 h o urs) c o nt ai ni n g a fl u or es c e ntl y l a b el e d  li pi d (B O DI P Y -C 1 6 ), t ot al l ar v al li pi ds 
w er e e xtr a ct e d, a n d t h e a m o u nt of fl u or es c e nt li pi ds i n g est e d w as q u a ntifi e d  v i a d ot bl ot 
as a n i n di c ati o n f o o d i nt a k e ( Fi g. 7 a). Stri ki n gl y, l ar v a e o v er e x pr essi n g A p o A -I V b. 1 
i n g est e d a p pr o xi m at el y o n e-t hir d f e w er fl u or es c e nt li pi ds t h a n W T l ar v a e ( p air e d t -t est, 
p = 0. 0 0 4) ( Fi g. 7 b), d e m o nstr ati n g  t h at Ap o A -I V c a n r e g ul at e  f o o d i nt a k e i n z e br afis h as 
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G e n eti c A n al ysis of Z e br afis h A p oli p o pr ot ei ns  
T his is a c o m pr e h e nsi v e st u d y of z e br afis h ort h ol o gs of f o ur m aj or m a m m ali a n 
s er u m a p oli p o pr ot ei ns t h at ar e ass o ci at e d wit h dis e as e pr o c ess es. U nif yi n g t h e 
n o m e n cl at ur e of z e br afis h  a p oli p o pr ot ei ns  is of ut m ost i m p ort a n c e t o e n a bl e pr o p er 
i nt er pr et ati o n of r es ults a n d tr a nsl ati o n t o h u m a n p h ysi ol o g y. Hist ori c all y, z e br afis h g e n e 
n o m e n cl at ur e h as b e e n c o m pli c at e d b y t h e e xt e nsi v e g e n e d u pli c ati o ns t h at r es ult e d fr o m 
a w h ol e g e n o m e d u pli c ati o n e v e nt i n t h e t el e ost fis h li n e a g e [ 1 3 9-1 4 2] . F urt h er m or e, t h e 
z e br afis h c o m m u nit y h as o nl y h a d t h e a bilit y t o st art u nif yi n g g e n e n o m e n cl at ur e aft er 
t h e r e c e nt, m or e t h or o u g h a n n ot ati o n of t h e z e br afis h g e n o m e. T o e ns ur e c o nsist e n c y 
b et w e e n f ut ur e st u di es a n d t o f a cilit at e tr a nsl ati o n t o m a m m ali a n st u di es, w e v erifi e d t h e 
a n c estr al r el ati o ns hi ps of t h e 1 1 z e br afis h a p o A -I, a p o B , a p o E , a n d ap o A -I V g e n es wit h 
t h eir n a m e d h u m a n ort h ol o gs t hr o u g h s e q u e n c e, s y nt e ni c, a n d p h yl o g e ni c a n al ys es. 
T his st u d y a n d ot h ers h a v e s h o w n t h at z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns t e n d t o h a v e l o w 
s e q u e n c e si mil arit y t o t h eir m a m m ali a n ort h ol o gs [ 1 3 6]. D es pit e hi g h s e q u e n c e 
di v er g e n c e,  b as e d o n t h e r es ults of o ur s y nt e ni c a n d p h yl o g e n eti c a n al ys es, w e ar e 
c o nfi d e nt t h at t h e z e br afis h g e n es i n v esti g at e d i n t his st u d y ar e a c c ur at el y n a m e d aft er 
t h eir h u m a n ort h ol o gs. T h e p h yl o g e n eti c a n al ysis s h o w e d t h at t h e a p oli p o pr ot ei ns gr o u p 
i nt o cl ad es wit h t h eir v ert e br at e ort h ol o gs, alt h o u g h t h e A P O A -I V cl a d e w as n ot 
si g nifi c a ntl y disti n ct fr o m t h e A P O A -I cl a d e. B a bi n et al. als o s h o w e d t h at si n gl e 
z e br afis h A p o A -I, A p o A-I V, a n d A p o E p ar al o gs gr o u p e d i nt o cl a d es wit h t h eir v ert e br at e 
ort h ol o gs, b ut  di d fi n d a si g nifi c a n c e disti n cti o n of t h e A P O A -I V cl a d e [ 1 2 9]. O n e 
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p ossi bl e e x pl a n ati o n f or t h es e i n c o nsist e nt A P O A -I V cl a d e r es ults c o ul d b e t h at A P O A-
I V e v ol v e d fro m a m or e r e c e nt d u pli c ati o n e v e nt t h a n t h e ot h er a p oli p o pr ot ei ns st u di e d. 
Alt h o u g h t h e A P O A -I V p h yl o g e n eti c cl a d e w as n ot si g nifi c a nt, t h e cl os e e v ol uti o n ar y 
r el ati o ns hi p b et w e e n t h e A p o A-I V b g e n es is a p p ar e nt. Si n c e Ap o A -I V b. 1, A p o A -I V b. 2, 
a n d A p o A -I V b. 3 ar e cl ust er e d cl os el y t o g et h er  o n c hr o m os o m e 1 6,  it is p ossi bl e t h at o n e 
g e n e r es ult e d fr o m a w h ol e g e n o m e d u pli c ati o n e v e nt a n d t h at t h e ot h er t w o w er e 
r el ati v el y r e c e ntl y cr e at e d b y l o c al, i n d e p e n d e nt g e n e d u pli c ati o n e v e nts.  
T h e z e br afis h a p o A -I V p ar al o gs d o n ot s h ar e s y nt e ni c g e n e r e gi o ns wit h h u m a n 
A P O A -I V, b ut d o u n e x p e ct e dl y s h ar e s y nt e ni c g e n e r e gi o ns wit h h u m a n A P O E . 
A lt h o u g h t h e ori gi n of t his c hr o m os o m al r el ati o ns hi p c a n n ot be d et er mi n e d fr o m t his 
a n al ysis, t h e r es ults l e a d us t o s p e c ul at e t h at t h e A P O E  a n d A P O A -I V g e n es m a y h a v e 
b e e n  cl ust er e d t o g et h er i n a c o m m o n a n c est or . T h e l a c k of s y nt e ni c g e n e si mil arit y 
b et w e e n a p o B a  a n d h u m a n A P O B  s u g g est t h at t his g e n e r es ult e d fr o m a n i n d e p e n d e nt, 
l o c al d u pli c ati o n e v e nt, as o p p os e d t o t h e t el e ost w h ol e g e n o m e d u pli c ati o n e v e nt. 
 
R et e nti o n of D u pli c at e A p oli p o pr ot ei ns  
It is n ot e w ort h y t h at z e br afis h h a v e r et ai n e d m ulti pl e a p oli p o pr ot ei n p ar al o gs o v er 
milli o ns of y e ars of e v ol uti o n. T h e d u pli c ati o n -d e g e n er ati o n -c o m pl e m e nt ati o n ( D D C) 
m o d el [ 1 4 3] pr o p os es a n e x pl a n ati o n of w h y m a n y d u pli c at e d g e n es m a y b e r et ai n e d. T h e 
D D C m o d el pr e di cts t h at, i nst e a d of b ei n g r et ai n e d d u e t o t h e e v ol uti o n of n o v el 
f u n cti o ns ( n e of u n cti o n ali z ati o n), d e g e n er ati v e m ut ati o ns i n t h e r e g ul at or y el e m e nts of 
d u pli c at e d g e n es i n cr e as e t h e li k eli h o o d of t h eir pr es er v ati o n d u e t o c o ns er v ati o n a n d 
p artiti o ni n g of t h eir a n c estr al f u n cti o ns (s u bf u n cti o n ali z ati o n). T h e z e br afis h p ar al o gs of 
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p a x 6  a n d t h e i gf 1r ar e cl e ar e x a m pl es of g e n es t h at h a v e s u bf u n cti o n ali z e d. T h e p ar al o gs 
of t h es e g e n es p erf or m si mil ar f u n cti o ns i n diff er e nt tiss u es d u e t o dif f er e nti al e x pr essi o n 
p att er ns, li k el y r es ulti n g, as t h e D D C m o d el pr e di cts, fr o m m ut ati o ns i n r e g ul at or y 
el e m e nts [ 1 4 4, 1 4 5]. W e s p e c ul at e t h at si mil ar s u bf u n cti o n ali z ati o n h as o c c urr e d i n 
s e v er al of t h e z e br afis h a p oli p o pr ot ei n p ar al o gs. F or e x a m pl e, w hil e m a m m ali a n A P O A -I 
is e x pr ess e d b ot h i n t h e i nt esti n e a n d li v er, z e br afis h a p o A -I a is e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e 
a n d t h e m aj orit y of a p o A -I b e x pr essi o n is o bs er v e d t h e li v er. B as e d o n t h e D D C m o d el, 
w e w o ul d pr e di ct t h at t h er e ar e m ut ati o ns i n t h e r e g ul at or y r e gi o ns of t h es e g e n es t h at 
r estri ct t h eir e x pr essi o n t o c ert ai n tiss u es w hil e m ai nt ai ni n g t h eir a n c estr al f u n cti o n. 
Si mil ar s u bf u n cti o n ali z ati o n m a y h a v e o c c urr e d i n t h e z e br afis h a p o A -I V p ar al o gs, si n c e 
all f o ur ar e e x pr ess e d i n t h e l ar v al i nt esti n e, b ut o nl y a p o A -I V b.3  is e x pr ess e d i n t h e li v er. 
C o m p ar ati v el y, h u m a n A P O A -I V is e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e, b ut r at A p o A -I V is 
e x pr ess e d i n t h e li v er a n d i nt esti n e, s o t h e a n c estr al g e n e m a y h a v e h a d b ot h h e p ati c a n d 
i nt esti n al e x pr essi o n.      
Z e br afis h a n d h u m a ns h a v e e v ol v e d u ni q u e str at e gi es t o a c hi e v e tiss u e s p e cifi c 
A P O B  g e n e e x pr essi o n. I n z e br afis h, it is p ossi bl e t h at t h e z e br afis h a p o B  p ar al o gs h a v e 
s u bf u n cti o n ali z e d, wit h a p o B a  r estri ct e d t o p erf or mi n g t h e a n c estr al g e n e’s f u n cti o n i n 
t h e li v er a n d a p o B b. 1  p erf or mi n g t h e m aj orit y of t h e a n c estr al g e n e’s f u n cti o n i n t h e 
i nt esti n e. C o n v ers el y, tiss u e s p e cifi c h u m a n A P O B  e x pr essi o n o c c urs i n t h e f or m of 
diff er e nt is of or ms of t h e s a m e g e n e d u e t o m R N A e diti n g; a s h ort is of or m, A P O B -4 8 , 
e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e, a n d a l o n g is of or m, A P O B -1 0 0 , is e x pr ess e d i n t h e li v er. 
Alt h o u g h a p o B b. 2  is t h e s h ort est z e br afis h p ar al o g, it is n ot a C-t er mi n al tr u n c ati o n as is 
h u m a n A P O B -4 8  i n t h at it c o nt ai ns n u m er o us d el eti o ns t hr o u g h o ut t h e pr ot ei n ( d at a n ot 
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s h o w n) a n d it is n ot e x pr es s e d i n t h e l ar v al i nt esti n e. Z e br afis h A p o B pr ot ei n a n al ysis b y 
L C -M S/ M S i n di c at e d hi g h er l e v els of A p o B b. 1 as c o m p ar e d t o A p o B a or A p o B b. 2 
pr ot ei n, s o A p o B b. 1 m a y h a v e a gr e at er r ol e i n li pi d tr a ns p ort. T h e m e c h a nis ms 
u n d erl yi n g t h e l ar g e diff er e n c es i n z e br afis h A p o B pr ot ei n l e v els h a v e y et t o b e 
d et er mi n e d, h o w e v er u n p u blis h e d R N As e q d at a of 6 d pf l ar v al g uts ( E. M. Z. a n d S. A. F.) 
si mil arl y s h o ws m u c h hi g h er m R N A l e v els f or a p o B b. 1  t h a n f or a p o B a  or a p o B b. 2  at 6 
d pf, s u g g esti n g t h at t h e r e g ul ati o n t a k es pl a c e at t h e R N A l e v el. I n a d diti o n, it is n ot cl e ar 
w h et h er hi g h er e x pr essi o n of t h e A p o B. 1 pr ot ei n  pr o vi d es a f u n cti o n al b e n efit i n li pi d 
tr a ns p ort as c o m p ar e d t o t h e ot h er p ar al o gs. 
T h e z e br afis h a p o E  p ar al o gs m a y als o h a v e u n d er g o n e s u bf u n cti o n ali z ati o n . H er e 
w e s h o w a p o E a  l o c ali zi n g t o t h e Y S L a n d i nt esti n e, a n d b ot h o ur w or k a n d t h at of ot h ers, 
fi n di n g wi d es pr e a d e x pr essi o n of a p o E b  [ 1 2 9, 1 3 1, 1 3 5]. B as e d o n its s p ati ot e m p or al 
e x pr essi o n a n d l o c ali z at i o n p att er ns, w e pr e di ct A p o E b li k el y r et ai n e d t h e n o n-li pi d 
tr a ns p ort, e xtr a-di g esti v e or g a n f u n cti o ns of t h e a n c estr al g e n e. Z e br afis h a p o E b  h as 
si mil ar d e v el o p m e nt al e x pr essi o n t o m o us e A P O E  ( vis c er al y ol k s a c e n d o d er m at 8. 5 
d a ys p ost c o n c e pti o n ( d p c),  li v er, l u n g, h e art, a n d e y e at 9. 5 d p c, a n d c ells li ni n g t h e 
olf a ct or y v esi cl e, p eri p h er al n e ur al c ells, a n d t h e br ai n at 1 0. 5 d p c [ 1 4 6, 1 4 7]). Si n c e b ot h 
z e br afis h a p o E  p ar al o gs ar e e x pr ess e d i n t h e Y S L it i s u n cl e ar fr o m o ur d at a if t h e y 
e x hi bit diff er e nt li pi d tr a ns p ort pr o p erti es. M o n n et et al. [ 1 3 1] o bs er v e d si mil ar 
e x pr essi o n of a n u ns p e cifi e d a p o E  p ar al o g d uri n g z e br afis h d e v el o p m e nt a n d i n d u cti o n 
d uri n g a d ult fi n r e g e n er ati o n.  
T h e s e gr e g at e d e x pr essi o n of s e v er al l ar v al a p oli p o pr ot ei n p ar al o gs b et w e e n 
or g a ns p r o vi d es a u ni q u e o p p ort u nit y  t o st u d y p ot e nti al diff er e n c es i n li p o pr ot ei ns 
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g e n er at e d fr o m v ari o us tiss u es. R e c e nt st u di es h a v e e m p h asi z e d t h e c o ntri b uti o n of 
p arti cl e c o m p ositi o n t o li p o pr ot ei n f u n cti o n [ 1 4 8]. It is n ot k n o w n if n as c e nt m a m m ali a n 
H D L p arti cl es s y nt h esi z e d b y t h e li v er h a v e c o m p ositi o ns u ni q u e fr o m t h os e ass e m bl e d 
b y t h e i nt esti n e.  It is diffi c ult t o a d dr ess t his q u esti o n wit h tr a diti o n al m o us e m o d els si n c e 
it is t e c h ni c all y c h all e n gi n g t o i d e ntif y H D L p arti cl es of diff er e nt ori gi ns. Pr o misi n gl y, 
t h e n e arl y s e gr e g at e d e x pr essi o n p att er ns of t h e z e br afis h a p o A -I p ar al o gs pr o vi d e a 
s yst e m t o st u d y H D L p arti cl es of h e p ati c vs. i nt esti n al ori gi ns.  T h e a p oli p o pr ot ei n m R N A 
l o c ali z ati o n d at a pr es e nt e d i n t his st u d y d o es n ot s h o w l o c ali z ati o n t o a n y n o v el or g a ns 
c o m p ar e d t o h u m a n ort h ol o g e x pr essi o n, b ut f u n cti o n al st u di es will n e e d t o b e p erf or m e d 
i n t h e f ut ur e t o r ul e o ut t h e p ossi bilit y t h at a n y n e of u ncti o n ali z ati o n h as o c c urr e d.  
 
m R N A L o c aliz ati o n S u g g ests I m p ort a nt R ol es f or A p oli p o pr ot ei ns i n Y S L a n d Di et ar y 
Li pi d Tr a ns p ort  
Pr e vi o us I S H st u di es s u p p ort o ur fi n di n g t h at z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns h a v e 
n e arl y u ni v ers al m R N A e x pr essi o n i n t h e Y S L [ 1 2 9, 1 3 0]. T h e Y S L is a s y n c yti u m 
c o nt ai ni n g m a n y hi g hl y d y n a mi c n u cl ei t h at f or ms at t h e s urf a c e of t h e y ol k c ell d uri n g 
bl ast ul ati o n [ 1 3 7]. I n a d diti o n t o a m ultit u d e of k e y d e v el o p m e nt al f u n cti o ns, t h e Y S L 
s er v es n utriti v e f u n cti o ns i n t h e d e v el o pi n g e m br y o, i n cl u di n g t h e h y dr ol ysis a n d e x p ort 
of y ol k li pi ds vi a li p o pr ot ei ns. El e ctr o n mi cr os c o p y st u di es h a v e vis u ali z e d t h e s e cr eti o n 
of V L D L  p arti cl es fr o m t h e hi g hl y d e v el o p e d s e cr et ar y p at h w a ys of t h e fis h Y S L [ 1 4 9, 
1 5 0]  a n d st u di es i n z e br afis h l a c ki n g f u n cti o n al mt p  ( a n a p o B  c h a p er o n e r e q uir e d f or 
V L D L f or m ati o n) h a v e d e m o nstr at e d t h e n e c essit y of li p o pr ot ei n f or e x p ort of y ol k li pi ds 
[ 1 5 1]. Gi v e n t h es e o bs er v ati o ns, it w as e x p e ct e d t h at t h e z e br afis h ort h ol o gs of 
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m a m m ali a n a p oli p o pr ot ei ns k n o w n t o b e ass o ci at e d wit h V L D L a n d c h yl o mi cr o ns 
(a p o B , a p o E , a p o A -I V) w o ul d b e e x pr ess e d i n t h e Y S L. T h us, it w as s ur prisi n g t h at b ot h 
a p o A -I p ar al o gs w er e als o e x pr ess e d i n t h e Y S L. T h e pr es e n c e of a p o A -I s u g g ests t h at 
t h e Y S L m a y pr o d u c e H D L p arti cl es i n a d diti o n t o t h e cl assi c all y d escri b e d V L D L 
p arti cl es, or t h at t h e pr e vi o usl y d es cri b e d V L D L p arti cl es h a v e a n a p oli p o pr ot ei n 
c o m p ositi o n u ni q u e fr o m cl assi c al V L D L. T o o ur k n o wl e d g e, bi o c h e mi c al 
c h ar a ct eri z ati o n of t h e li p o pr ot ei ns pr o d u c e d b y t h e Y S L h as n e v er b e e n u n d ert a k e n; 
t h es e stu di es w o ul d h a v e t h e p ot e nti al t o r e v e al a w e alt h of i nf or m ati o n r e g ar di n g 
li p o pr ot ei n f u n cti o n d uri n g e m br y o ni c d e v el o p m e nt.  
M a m m ali a n e m br y os als o h a v e a y ol k s a c i n e arl y d e v el o p m e nt, pri or t o t h e 
d e v el o p m e nt of a cir c ul at or y s yst e m. Li k e t h e fis h Y S L,  t h e m a m m ali a n y ol k s a c s e cr et es 
V L D L [ 1 5 2, 1 5 3]. It is li k el y t h at m a m m ali a n y ol k s a c a p oli p o pr ot ei ns pr o vi d e r e q uir e d 
n utriti v e c o ntri b uti o ns d uri n g e m br y o g e n esis as A p o B  [ 1 5 3] a n d A p o E  [ 1 4 6] m R N A ar e 
e x pr ess e d i n t h e m o us e y ol k s a c a n d l oss of A P O B  [ 1 5 2] or M t p [ 1 5 4] is e m br y o ni c 
l et h al. K n o c k d o w n of Y S L li p o pr ot ei ns is si mil arl y l et h al i n z e br afis h [ 4 9, 1 5 1]. T a k e n 
t o g et h er, t h es e fi n di n gs s u g g est t h at f ut ur e st u di es of z e br afis h Y S L li pi d m et a b olis m c a n 
s er v e as a n i nf or m ati v e m o d el of m a m m ali a n e m br y o ni c m et a b olis m.  
A s e c o n d pr o mi n e nt fi n di n g fr o m o ur s p ati ot e m p or al a p oli p o pr ot ei n m R N A 
e x pr essi o n a n al ysis w as t h at m a n y of t h e a p oli p o pr ot ei ns w er e n ot distri b ut e d e v e nl y 
t hr o u g h o ut t h e Y S L, b ut l o c ali z e d t o disti n ct s u br e gi o ns. A c urs or y a n al ysis of p u bli cl y 
a v a il a bl e Y S L e x pr essi o n p att er ns o n zfi n . or g r e v e als m a n y a d diti o n al  e x a m pl es of 
r e gi o n al Y S L g e n e e x pr essi o n , y et t h e si g nifi c a n c e of t h es e Y S L s u br e gi o ns, es p e ci all y i n 
r el ati o ns hi p t o e m br y o ni c li pi d m et a b olis m, h as y et t o b e e x pl or e d.  N ot a bl y, t h e 
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a p oli p o pr ot ei ns d o n ot a d h er e t o t h e Y S L e x pr essi o n p att er ns of g at a 5  a n d g at a 6 , 
m ar k ers of t h e pr es u m pti v e Y S L r e gi o ns t h at will b e c o m e t h e li v er a n d i nt esti n e [ 1 3 0]. 
T h er e b y, s u p p orti n g t h e t h e or y t h at a p oli p o pr ot ei n m R N A is tr a nsl at e d i nt o pr ot ei ns t h at 
p erf or m Y S L -s p e cifi c f u n cti o ns, a n d t h at t h e pr ot ei ns ar e n ot si m pl y b ei n g r e cr uit e d t o 
t h e n as c e nt di g esti v e tr a ct. 
 
Di et ar y Li pi ds I n d u c e A p oli p o pr ot ei n E x pr essi o n   
E xt e nsi v e r es e ar c h h as el u ci d at e d m u c h of t h e c o m pl e x, m ol e c ul ar n et w or k t h at 
r e g ul at es tr a ns cri pti o n of t h e m aj or s er u m a p oli p o pr ot ei ns [ 1 5 5], b ut it is l ess cl e ar h o w 
t h e pr es e n c e of di et ar y n utri e nts r e g ul at es a p oli p o pr ot ei n tr a ns cri pti o n. Di et ar y f ats 
i n cr e as e tr a ns cri pti o n of m a m m ali a n A p o B  a n d A p o A -I V, t w o a p oli p o pr ot ei ns i n v ol v e d i n 
c h yl o mi cr o n ass e m bl y [ 1 5 6]. A p o A -I V is v er y s e nsiti v e t o n utriti o n al st at us; di et ar y li pi ds 
i n cr e as e i nt esti n al A p o A -I V e x pr essi o n vi a H N F -4 pr o m ot er bi n di n g [ 1 5 7]. F asti n g [ 1 5 8, 
1 5 9] , w hil e hi g h-f at di ets [ 1 5 6], di a b et es [ 1 5 9], a n d h e p ati c st e at osis i n cr e as e h e p ati c 
A p o A -I V e x pr essi o n t hr o u g h C R E B H [ 1 6 0]. O ur r es ults i n di c at e t h at i nt esti n al a n d 
h e p ati c m R N A e x pr essi o n of t hr e e of t h e f o ur z e br afis h a p o A -I V p ar al o gs is si mi l arl y 
i n cr e as e d i n r es p o ns e t o hi g h-f at f e e di n g, b ut w h et h er t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms of t his 
r es p o ns e mirr ors t h os e of m a m m als r e m ai ns o p e n t o i n v esti g ati o n.  
I n c o ntr ast t o A p o A -I V, t h e eff e cts of di et ar y li pi ds o n i nt esti n al a n d h e p ati c 
A p o A -I a n d A p o E  tr a ns cri pti o n ar e l ess w ell st u di e d. A d diti o n al q u esti o ns r e g ar di n g t h e 
eff e cts of di et ar y li pi ds o n a p oli p o pr ot ei n e x pr essi o n ar e r ais e d b y Y os hi o k a et al.’s [ 1 6 1] 
p ar a d o xi c al fi n di n g t h at a hi g h -f at m e al d e cr e as es A p o B  a n d d o es n ot c h a n g e A p o A -I V 
m R N A e x pr essi o n i n i nt esti n al m u c os a. It is p ossi bl e t h at t h e i n c o nsist e nt r es ults f o u n d i n 
 4 4  
v ari o us m o us e m o d els ar e d u e i n p art t o t h e n utriti o n al st at us of t h e a ni m als. T h e mi c e i n 
pr e vi o us st u di es w er e f ast e d f or v ari o us l e n gt hs of ti m e pri or t o r ef e e di n g wit h hi g h -f at 
di ets of v ar yi n g c o m p ositi o ns a n d d ur ati o ns. A n a d v a nt a g e of t h e l ar v al z e br afis h m o d el 
is t h at t h e l ar v a e us e d i n t his st u d y w er e e x p eri e n ci n g t h eir first e x o g e n o us m e al, 
pr e vi o usl y s u bsisti n g o n y ol k n utri e nts. T h er ef or e, t h e l ar v al z e br afis h off ers a u ni q u e 
o p p ort u nit y t o st u d y f o o d i nt a k e i n a n a ni m al t h at h as t h e h o m o g e n eit y of f ast e d  a ni m als 
wit h o ut t h e eff e cts of f asti n g a n d r ef e e di n g. I n a d diti o n, t h e d e v el o p m e nt al e x p ertis e 
est a blis h e d i n t h e z e br afis h pr es e nts a n e x c e pti o n al o p p ort u nit y t o e x pl or e t h e p ot e nti al 
s y n er gisti c eff e cts of d e v el o p m e nt al st a g e o n di et ar y li pi d r e g ul ati o n  of a p oli p o pr ot ei n 
tr a ns cri pti o n.   
 
Z e br afis h a p o A -I V D e cr e as es Hi g h -F at F o o d I nt a k e  
It h as l o n g b e e n a p pr e ci at e d t h at A P O A-I V is s e cr et e d fr o m t h e i nt esti n e as a 
c o m p o n e nt of c h yl o mi cr o ns i n r es p o ns e t o l o n g -c h ai n di et ar y f att y a ci ds [ 1 6 2, 1 6 3]. O v er 
2 0 y e ars a g o, F uji m ot o et al. [ 9 1, 9 2] d e m o nstr at e d t h at a c ut e, p eri p h er al a d mi nistr ati o n 
of A P O A -I V d e cr e as es f o o d i nt a ke i n r ats d u e t o r e d u c e d m e al si z e. R e c e nt w or k 
s u p p orts t h e h y p ot h esis t h at p eri p h er al A P O A -I V si g n als vi a t h e v a g al n er v e [ 1 6 4, 1 6 5] 
t o t h e C N S ( w h er e A p o A -I V is e x pr ess e d i n t h e h y p ot h al a m us [ 1 6 6]) t o d e cr e as e f o o d 
i nt a k e [ 1 3 8, 1 6 7]. R e c e ntl y, W a n g et al. [ 9 3] i d e ntifi e d a s p e cifi c p orti o n of t h e N-
t er mi n al r e gi o n of r at A P O A-I V t h at is c a p a bl e of d e cr e asi n g f o o d i nt a k e.  
I n t his i n v esti g ati o n w e v erifi e d t h at z e br afis h A p o A-I V p erf or ms a c o ns er v e d 
f u n cti o n i n t h e r e g ul ati o n of hi g h-f at f o o d i nt a k e. W e d e m o nstr at e d t h at a c ut e 
o v er e x pr essi o n of A p o A -I V b. 1 d e cr e as es li pi d i n g esti o n d uri ng a hi g h -f at f e e d. It is 
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p ossi bl e t h at t h e a d diti o n al z e br afis h A p o A -I V p ar al o gs als o r e g ul at e f o o d i nt a k e: t h e y 
ar e hi g hl y tr a ns cri pti o n all y r es p o nsi v e t o di et ar y li pi ds, a n d A p o A -I V b. 2 a n d A p o A-
I V b. 2 s h ar e a hi g h d e gr e e of s e q u e n c e si mil arit y t o A p o A-I V b. 1. Alt h o u g h A p o A-I V a 
h as t h e m ost di v er g e nt s e q u e n c e fr o m A p o A -I V b. 1, it is als o hi g hl y i n d u c e d b y a hi g h-f at 
f e e d. H e n c e, A p o A-I V a m a y s h ar e a r ol e i n r e g ul ati n g f o o d i nt a k e, or, si n c e m a m m ali a n 
A P O A -I V f a cilit at es t h e pr o d u cti o n of s m all er, m or e q ui c kl y cl e ar e d c h yl o mi cr o ns [ 1 6 8], 
it m a y b e pr o d u c e d s ol el y t o str u ct ur all y s u p p ort c h yl o mi cr o ns.  
U n e x p e ct e dl y, e v e n t h o u g h A p o A -I V b. 1 o v er e x pr essi o n d e cr e as e d f o o d i nt a k e, 
w e w er e n ot a bl e t o d et e ct m R N A e x pr essi o n i n t h e C N S, w h er e it is t h o u g ht t o r e g ul at e 
m a m m ali a n f o o d i nt a k e. T h er ef or e, it is p ossi bl e t h at t h e si g n ali n g p at h w a y b y w hi c h 
A p o A -I V b. 1 r e d u c es f o o d i nt a k e i n l ar v a e diff ers fr o m t h at of r ats. Alt er n ati v el y, a p o A -
I V b. 1 m a y b e e x pr ess e d at a n e xtr e m el y l o w l e v el i n t h e C N S t h at I S H t o n ot s e nsiti v e 
e n o u g h t o d et e ct. A n alt er n ati v e e x pl a n ati o n of o ur r es ults is t h at A p o A -I V b. 1 si g n ali n g 
mi g ht v ar y b y d e v el o p m e nt al st a g e. I n f a ct, n e o n at al s wi n e e x p eri e n c e a hi g h d e gr e e of  
A p o A -I V tr a ns cri pti o n al i n d u cti o n b y i ntr a d u o d e n al li pi ds b ef or e, b ut n ot aft er, w e a ni n g 
[ 1 6 9]. F ut ur e st u di es s h o ul d d efi n e t h e d e gr e e t o w hi c h e n d o g e n o us z e br afis h A p o A-I V 
pr ot ei ns n at ur all y r e g ul at e hi g h -f at f o o d i nt a k e a n d e x pl or e t h e si gn ali n g p at h w a ys b y 
w hi c h t his o c c urs.   
D es pit e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n a c ut e A P O A -I V a d mi nistr ati o n a n d d e cr e as e d 
f o o d i nt a k e o bs er v e d i n r ats, mi c e d efi ci e nt i n A P O A-I V, or wit h c hr o ni c all y 
o v er e x pr ess e d A P O A -I V, h a v e n o c h a n g es i n f o o d i nt a k e [ 1 0 4, 1 0 5]. T h e p ot e nti all y 
c o nfli cti n g r es ults f o u n d i n t h e m o us e m o d els of A P O A -I V o v er e x pr essi o n or l oss c o ul d 
r es ult fr o m s p e ci es diff er e n c es b et w e e n r ats a n d mi c e. Y et, e vi d e n c e s h o wi n g t h at 
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A P O A -I V e x pr essi o n is d e cr e as e d b y c hr o ni c hi g h-f at di et a n d o b esit y [ 1 0 0], s u g g ests 
t h at l o n g-t er m o v er e x pr essi o n or l oss of A P O A-I V m a y l e a d t o l oss of f u n cti o n. I n o ur 
st u d y, tr a nsi e nt o v er e x pr essi o n of z e br afis h A p o A -I V b. 1 b y a n i n d u ci bl e pr o m ot er 
d e cr e as e d f o o d i nt a k e d uri n g a li pi d -ri c h f e e d. T his fi n di n g s u p p orts a m o d el w h er e 
tr a nsi e nt vs. c hr o ni c i n d u cti o n of A P O A-I V c o ul d h a v e v ari a bl e eff e cts o n f o o d i nt a k e. 
F ut ur e st u di es c o ul d v ali d at e t his m o d el b y c hr o ni c all y o v er e x pr essi n g A p o A -I V b. 1 o n a 
c o nstit uti v el y a cti v e pr o m ot er a n d d et er mi ni n g if r e g ul ati o n of li pi d -ri c h fo o d i nt a k e is 
l ost.  
T his st u d y pr o vi d es a fr a m e w or k f or us e i n  f ut ur e st u di es of a p oli p o pr ot ei n 
bi ol o g y, li p o pr ot ei n m et a b olis m,  d ysli pi d e mi as,  a n d  t h e r ol es of a p oli p o pr ot ei ns i n 
e m br y o ni c d e v el o p m e nt  i n t h e l ar v al z e br afis h. T his st u d y pr es e nt e d: a n a n al ysis of t h e 
g e n e a n c estr y a n d g e n eti c r el ati o ns hi ps b et w e e n f o ur m aj or h u m a n s er u m a p oli p o pr ot ei ns 
( A P O A-I, A P O B, A P O E, a n d A P O A-I V) a n d t h eir 1 1 z e br afis h ort h ol o gs; 
c h ar a ct eri z ati o n of t h e d e v el o p m e nt al e x pr essi o n p att er ns of t h es e a p oli p o pr ot ei ns; a n d 
t h eir tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o a hi g h-f at f e e d. Fi n all y, w e d et er mi n e d t h at 
o v er e x pr essi o n of a z e br afis h ort h ol o g of A p o A -I V, a n a p oli p o pr ot ei n t h at r e g ul at es 
hi g h -f at f o o d i nt a k e i n m a m m als, f u n cti o ns si mil arl y i n z e br afis h. T h es e d at a c o ntri b ut e 
t o a gr o wi n g lit er at ur e est a blis hi n g t h e l ar v al z e br afis h as a m o d el f or li pi d m et a b olis m i n 
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M at e ri als a n d M et h o d s  
 
A p oli p o pr ot ei n G e n e A n c estr y  A n al ysis  
T o d et er mi n e t h at z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns s h ar e t h e s a m e a n c estr al g e n e as t h eir  
n a m e d h u m a n ort h ol o g w e p erf or m e d s e q u e n c e, s y nt e ni c, a n d p h yl o g e ni c a n al ysis . T h e 
a mi n o a ci d s e q u e n c es of t h e z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns w er e o bt ai n e d fr o m t h e E ns e m bl 
G e n o m e Br o ws er ( E ns e m bl. or g). T o v erif y t h at t h e z e br afis h g e n es w er e n a m e d aft er t h e 
a p pr o pri at e h u m a n ort h ol o g, first t h e  pr ot ei n s e q u e n c e of e a c h z e br afis h g e n e w as us e d t o 
q u er y N C BI usi n g Bl ast P (st a n d ar d s etti n gs) r estri ct e d t o h u m a n r efs e q pr ot ei n d at a b as e  
[ 1 7 0, 1 7 1]; t h e t o p Bl ast hit for e a c h q u er y w as r e c or d e d. O pti m al p air wis e ali g n m e nts 
b et w e e n z e br afis h a n d h u m a n ort h ol o gs w er e d et er mi n e d wit h t h e N e e dl e m a n -W u ns c h 
p air wis e s e q u e n c e ali g n m e nt [ 1 7 2] t o ol a v ail a bl e at E M B L _ E BI 
( htt p:// w w w. e bi. a c. u k/ T o ols/ ps a/ e m b oss _ n e e dl e/) [ 1 7 3]. S e c o n d, t h e s y nt e ni c 
r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e z e br afis h a n d h u m a n a p oli p o pr ot ei ns w er e est a blis h e d usi n g t h e 
G e n o mi c us [ 1 7 4] a n d S y nt e n y D B [ 1 7 5] o nli n e s y nt e ni c a n al ysis t o ols b y s e ar c hi n g f or 
ort h ol o g o us a p oli p o pr ot ei ns i n t h e c orr es p o n di n g s y nt e ni c r e gi o n. T o e x a mi n e t h e 
p h yl o g e ni c r el ati o ns hi p b et w e e n z e br afis h a p oli p o pr ot ei n p ar al o gs a n d t h eir 
c orr es p o n di n g v ert e br at e ort h ol o gs t h e a mi n o a ci d s e q u e n c es  of h u m a n, z e br afis h, 
m o us e, c hi c k e n, a n d c o el a c a nt h A P O A -I, A P O B, A P O E, a n d A P O A-I V w er e ali g n e d 
wit h usi n g t h e it er ati v e M A F F T m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt  t o ol [ 1 7 6, 1 7 7]. 
S p e cifi c all y, t h e G -I N S str at e g y w as s el e ct e d, as it is r e c o m m e n d e d f or s e q u e n c es s h ari n g 
gl o b al h o m ol o g y, t h e B L O S U M 6 2 s c ori n g m atri x w as us e d wit h a g a p o p e n p e n alt y of 
1. 5 3. F oll o wi n g ali g n m e nt t h e M A F F T tr e e s er v er w as us e d t o b uil d a n ei g h b or j oi ni n g 
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tr e e b as e d o n all g a p fre e sit e, usi n g t h e J T T s u bstit uti o n m o d el a n d all o wi n g esti m ati o n 
of sit e h et er o g e n eit y ( al p h a), b o otstr a p r es a m pli n g w as s et t o 1 0 0 wit h si g nifi c a n c e s et at 
> 7 0.  
 
Z e br afis h  
All pr o c e d ur es w er e a p pr o v e d b y t h e C ar n e gi e I nstit uti o n A ni m al C ar e a n d Us e 
C o m m itt e e ( Pr ot o c ol#  1 3 9)  or W ei z m a n n I nstit ut e A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e e 
(Pr ot o c ol #  0 1 1 9 0 2 1 2 -3) . F or I S H e x p eri m e nts, W T ( A B b a c k gr o u n d) a n d pi g m e nt -fr e e 
( n a cr e-/-) ( List er 1 9 9 9) e m br y os w er e c oll e ct e d fr o m n at ur al s p a w ni n g, st a g e d, a n d r ais e d 
i n z e br afis h e m br y o m e di a ( E M) as d es cri b e d pr e vi o usl y [ 1 7 8, 1 7 9]. W T l ar v a e ol d er 
t h a n 1 d pf us e d f or I S H e x p eri m e nts w er e tr e at e d wit h 0. 0 0 3 % N -p h e n ylt hi o ur e a ( P T U) 
( Si g m a, St. L o uis, M O, U S A) [ 1 8 0] or h y dr o g e n p er o xi d e [ 1 8 1] t o d e cr e as e 
pi g m e nt ati o n.  Z e br afis h  w er e fi x e d i n 4 % p ar af or m al d e h y d e i n p h os p h at e b uff er e d s ali n e 
o v er ni g ht at 4 ° C, w as h e d t wi c e i n M e O H, a n d st or e d i n M e O H at -2 0 ° C . L ar v a e r ais e d t o 
1 5 d pf f or A p o B pr ot ei n m e as ur e m e nts w er e f e d 3 ti m es p er d a y fr o m 7 -1 5 d pf (l ar v al 
A P 1 0 0, # 3 8 4 7 0 9 -2 0, Z ei gl er, U S A).  
 
Pr e p ar ati o n of F e e di n g Li p os o m es  
O ur l a b or at or y a n d ot h ers h a v e d e v el o p e d a hi g h -f at f e e di n g p ar a di g m f or l ar v a e 
usi n g c hi c k e n e g g y ol k [ 1 1 4, 1 1 5]. Bri efl y, 5 % a n d  1 0 % c hi c k e n e g g y ol k e m ulsi o n s 
w er e  pr e p ar e d i nt o li p os o m es  fr o m fr o z e n ali q u ots of e g g y ol k r es us p e n d e d i n E M as 
pr e vi o usl y d es cri b e d [ 1 1 4]. T h e e g g y ol k e m ulsio n w as v ort e x e d ( 2 mi n ut es) a n d p u ls e 
s o ni c at e d wit h a o n e -f o urt h i n c h t a p er e d mi cr oti p ( 5 se c o n ds  t ot al pr o c essi n g ti m e, 1 
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se c o n d  o n, 1 s e c o n d  off, o ut p ut i nt e nsit y: 3 W) f or 4 0 s e c o n ds  ( S o ni c at or: Ultr as o ni c 
Pr o c ess or 6 0 0 0, Mis o ni x I n c., F ar mi n g d al e, N Y , U S A).  
 
F e e di n g Ass a y f or I S H  
L ar v a e ( n a cr e -/-, 6 d pf) w er e f e d a hi g h f at m e al of 5 % e g g y ol k li p os o m es f or 4 
h o urs at 2 9 ° C o n a n i n c u b at e d s h a k er (I n c u-S h a k er Mi ni, B e n c h m ar k, E dis o n, NJ, U S A ). 
F e d  l ar v a e w er e w as h e d t hr e e ti m es i n E M, a n est h eti z e d wit h tri c ai n e  ( Ar g e nt C h e mi c al 
L a b o r at ori es, R e d m o n d, W A, U S A), s cr e e n e d f or t h e pr es e n c e of f o o d i n t h e i nt esti n e, 
a n d fi x e d i n 4 % P F A as d es cri b e d a b o v e . U nf e d cl ut c h-m at es w er e  tr e at e d i n t a n d e m i n 
E M a n d  c oll e ct e d as  c o ntr ols.  
 
W h ol e -M o u nt I S H  
T o el u ci d at e t h e s p a ci ot e m p or al m R N A e x pr es si o n p att er ns of t h e z e br afis h 
a p oli p o pr ot ei ns I S H w as c arri e d o ut as pr e vi o usl y d es cri b e d  [ 1 8 1]. Bri efl y, 5 0 0 -8 0 0 b as e 
p airs of u ni q u e s e q u e n c e of a p o A -I a, a p o A -I b, a p o B a , a p o B b. 1 , a p o B b. 2 , a p o E a , a p o E b , 
a p o A -I V a, a p o A -I V b. 1, a p o A -I V b. 2, a n d a p o A -I V b. 3 w er e a m plifi e d fr o m c D N A, t o p o 
cl o n e d i nt o p C RII (I n vitr o g e n, Gr a n d Isl a n d, N Y, U S A), a n d us e d t o g e n er at e  s e ns e a n d 
a nti s e ns e di g o xi g e ni n -l a b el e d ri b o pr o b es ( di g o xi g e ni n: R o c h e, I n di a n a p olis, I N, U S A). 
T h e ri b o pr o b es w er e h y bri di z e d a g ai nst z e br afis h of t h e f oll o wi n g st a g es: 8 c ell ( t o 
e x a mi n e t h e pr es e n c e of m at er n al  m R N A  tr a ns cri pts), 3 0 % e pi b ol y (bl ast ul a ), 8 0-1 0 0 % 
e pi b ol y ( g astr ul a ), 1 5-2 0 s o mit e ( s o mit o g e n esis ), 1 d pf, 2 d pf, 3 d pf, 4 d pf, 5 d pf, a n d 
u nf e d a n d f e d 6 d pf.  I S H e x p eri m e nts w er e c arri e d o ut t hr e e ti m es o n ≥ fi v e l ar v a e, f or 
e a c h s e ns e a n d a ntis e ns e pr o b e, at e a c h st a g e.  
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F e e di n g Ass a y f or R e al -Ti m e P C R ( R T -P C R) E x p eri m e nts  
F or ass a ys m e as uri n g t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es of z e br afis h a p oli p o pr ot ei ns t o 
a li pi d ri c h f e e d  l ar v a e ( A B, 7 d pf, p air wis e cr oss es) w er e pl a c e d i n a  1 0 % e g g y ol k 
e m ulsi o n o n a n i n c u b at e d s h a k er ( 2 9 ° C) . Aft er 1 h o ur of f e e di n g l ar v a e w er e w as h e d 
t hr e e ti m es i n E M, a n est h eti z e d wit h tri c ai n e, a n d e x a mi n e d f or f ull i nt esti n es t o v erif y 
t h at t h e y h a d f e d. L ar v a e r e pr es e nti n g a 1 h o ur ti m e p oi nt w er e s et asi d e f or diss e cti o n; 
r e m ai ni n g l ar v a e w er e i n c u b at e d at 2 9 ° C i n E M f or t h e r e m ai n d er of ti m e c o urs e a n d 
c oll e ct e d f or dis s e cti o n at  2, 3 a n d 4 h o urs. U nf e d cl ut c h -m at es w er e i n c u b at e d i n E M, 
a n est h eti z e d, a n d c oll e ct e d  i n p ar all el as c o ntr ols. L ar v al g uts (i nt esti n e, li v er, p a n cr e as) 
w er e diss e ct e d , p o ol e d i n gr o u ps of 1 0, tr a nsf err e d t o 3 0 μ L  R N A L at er ( A m bi o n, Gr a n d 
Isl a n d, N Y, U S A), a n d fl as h fr o z e n.  P o ol e d e x p eri m e nt al gr o u ps w er e c oll e ct e d i n 
tri pli c at e. 
 
R T -P C R S a m pl e Pr e p ar ati o n a n d A n al ysis  
R N A w as e xtr a ct e d  fr o m l ar v al g uts usi n g a R N A q u e o us Mi cr o Kit ( A m bi o n, 
Gr a n d Isl a n d, N Y , U S A) a n d st or e d at -8 0 ° C . R N A s a m pl e p urit y w as v erifi e d wit h t h e 
A gil e nt R N A 6 0 0 0 Pi c o Kit ( A gil e nt T e c h n ol o gi es, S a nt a Cl ar a, C A, U S A ) a n d t h e 
A gil e nt 2 1 0 0 Bi o a n al y z er ( A gil e nt T e c h n ol o gi es, S a nt a Cl ar a, C A, U S A ). c D N A w as 
c o nstr u ct e d usi n g t h e i S cri pt c D N A S y nt h esis Kit ( Bi o R a d, H er c ul es, C A, U S A) . R T -
P C R s a m pl es w er e pr e p ar e d usi n g c D N A, Ss o A d v a n c e d U ni v er sal S Y B R Gr e e n 
S u p er mi x ( Bi o R a d , H er c ul es, C A, U S A), a n d g e n e s p e cifi c pri m ers; R T-P C R w as 
p erf or m e d i n tri pli c at e f or e a c h s a m pl e.  
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T ot al L ar v al Pr ot ei n P urifi c ati o n  a n d I n G el Di g esti o n   
R el ati v e pr ot ei n e x pr essi o n l e v els of t h e z e br afis h a p o B p ar al o gs w as m e as ur e d 
b y p urif yi n g t ot al l ar v al pr ot ei n a n d p erf or mi n g li q ui d c hr o m at o gr a p h y -m ass 
s p e ctr o m etr y ( L C -M S/ M S). T o p urif y t ot al  pr ot ei n , 2 0 -3 0 e m br y os ( 2 a n d 1 5  d pf ) w er e 
a n est h eti z e d o n i c e, w as h e d t wi c e wit h b uff er A ( β -gl y c er o p h os p h at e  5 0 0 m M, E G T A 1 5 
m M, ort h o v a n a d at e 1 m M, E D T A 1 0 m M, B e n z a mi di n e 1 m M, a pr oti ni n 1 0 m g/ ml, 
l e u p e pti n 1 0 m g/ ml, p e pst ati n 2 m g/ ml) a n d s us p e n d e d i n 4 0 0 μl b uff er H ( b uff er A 
s u p pl e m e nt e d wit h 1 m M D T T). E m br y os w er e h o m o g e ni z e d wit h a 2 7 -g a u g e  s yri n g e 
a n d s o ni c at e d t wi c e o n i c e f or 7 s e c o n ds at 4 0 % p o w er. S a m pl es w er e c e ntrif u g e d at  
1 5, 0 0 0 R P M  at 4 ° C f or 1 5 mi n ut es, a n d s u p er n at a nts w er e c oll e ct e d . 
T ot al l ar v al p r ot ei ns w er e s e p ar at e d b y S DS -P A G E usi n g a 6 % s e p ar ati n g g el ( 4. 5  
ml H 2 O, 1. 7  ml 3 0 % a cr yl a mi d e , 2. 1  ml s e p ar ati n g b uff er ( 3 M Tris b as e p H 8. 8, A P S 
1: 1 0 0, T E M E D 1: 1 0 0 0)) a n d a 4 % st a c ki n g g el ( 3  ml H 2 O, 0. 6 6 ml  3 0 %  a cr yl a mi d e, 1. 2 5  
ml s e p ar ati n g b uff er ( 0. 5 M Tris b as e p H 6. 9 , A P S 1: 1 00, T E M E D 1: 1 0 0 0) ). G el C o d e 
Bl u e St ai n R e a g e nt ( 2 4 5 9 0, T h er m o S ci e ntifi c ) w as us e d f or pr ot ei n d et e cti o n a c c or di n g 
t o m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns.  
S el e ct e d ar e as of i nt er est ( 2 5 0 -5 5 0 k D a , w er e e x cis e d fr o m t h e g el, sli c e d i nt o 
s m all ( 1 -2 m m) pi e c es a n d pl a c e d i n a sili c o n t u b e ( 0. 6 5 ml ; P G C S ci e ntifi c). G el b a n ds 
w er e d e -st ai n e d wit h 2 5 m M N H 4 H C O 3  i n 5 0 % a c et o nitril e  a n d dri e d b y c e ntrif u g ati o n 
u n d er v a c u u m . Pr ot ei n dis ulfi d e b o n ds w er e r e d u c e d b y s at ur ati n g t h e dr y g el b a n ds wit h 
1 0 m M D T T i n 2 5 m M N H 4 H C O 3 at 5 6 ° C f or 1 h o ur, a n d w er e al k yl at e d wit h 5 5 m M 
i o d o a c et a mi d e i n 2 5 m M N H4 H C O 3 i n t h e d ar k f or 4 5 mi nut es  at r o o m t e m p er at ur e. Aft er 
w as hi n g i n 2 5 m M N H 4 H C O 3 i n 5 0 % a c et o nitril e  a n d c e ntrif u g ati o n u n d er  v a c u u m, 
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pr ot ei ns w er e di g est e d b y r e h y dr ati n g t h e g el pi e c es wit h 1 2. 5 n g/ μ L tr y psi n i n 2 5 m M 
N H 4 H C O 3 at 4 ° C f or 1 0 mi n ut es  f oll o w e d b y o v er ni g ht i n c u b ati o n at 3 7 ° C. P e pti d es w er e 
e xtr a ct e d b y a d diti o n of 5 0 % a c et o nitril e / 5 % f or mi c a ci d, v ort e xi n g, s o ni c ati n g 
c e ntrif u gi n g a n d c oll e ct i o n of t h e s u p er n at a nt. Di g esti o ns w er e st o p p e d b y trifl u or a c eti c 
a ci d ( 1 %) a d diti o n. E xtr a ct e d pr ot ei ns w er e st or e d at  -8 0˚ C u ntil f urt h er a n al ysis.  
 
Li q ui d C hr o m at o gr a p h y  
U L C/ M S gr a d e s ol v e nts w er e us e d f or all c hr o m at o gr a p hi c st e ps. S a m pl e w er e 
l o a d e d usi n g s plit-l ess n a n o-Ultr a P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y ( 1 0 k psi 
n a n o A c q uit y; W at ers, Milf or d, M A, U S A). T h e m o bil e p h as e c o nsist e d of: A) H 2 O a n d  
0. 1 % f or mi c a ci d a n d B) a c et o nitril e a n d  0. 1 % f or mi c a ci d. D es alti n g of t h e s a m pl es w as 
p erf or m e d o nli n e usi n g a r e v ers e d -p h as e C 1 8 tr a p pi n g c ol u m n ( 1 8 0 μ m i nt er n al di a m et er, 
2 0 m m l e n gt h, 5 μ m p arti cl e si z e ; W at ers C or p or ati o n, Milf or d, M A, U S A). N e xt, t h e 
p e pti d es w er e s e p ar at e d usi n g a T 3 H S S n a n o -c ol u m n ( 7 5 μ m i nt er n al di a m et er, 2 5 0 m m 
l e n gt h, 1. 8 μ m p arti cl e si z e; W at ers) at 0. 3 5 μ L/ mi n ut e . P e pti d es w er e el ut e d fr o m t h e 
c ol u m n i nt o t h e m ass s p e ctr o m et er wit h  t h e f oll o wi n g gr a di e nt: 4 % t o 3 5 % B i n 1 0 5 
mi n ut es , 3 5 % t o 9 0 % B i n 5 mi nut es , m ai nt ai n e d at 9 5 % f or 5 mi nut es  a n d r et ur n t o 
i niti al c o n diti o ns.  
 
M ass S p e ctr o m etr y  
T h e n a n o U P L C w as c o u pl e d o nli n e t hr o u g h a n a n o E SI e mitt er ( 1 0 μ m ti p; N e w 
O bj e cti v e; W o b ur n, M A, U S A) t o a q u a dr u pl e or bitr a p m ass s p e ctr o m et er ( Q E x a cti v e 
Pl us, T h er m o S ci e ntifi c) usi n g a Fl e xI o n n a n os pr a y a p p ar at us ( Pr o x e o n). D at a w as 
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a c q uir e d i n D D A m o d e, usi n g a T o p 1 2 m et h o d. M S 1 r es ol uti o n w as s et t o 6 0, 0 0 0 ( at 
4 0 0 m/ z) a n d m a xi m u m i nj e cti o n ti m e w as s et t o 1 2 0  m illis ec o n ds . M S 2 r es ol uti o n w as 
s et t o 1 7, 5 0 0 a n d m a xi m u m i nj e cti o n ti m e of 6 0  m illis ec o n ds . 
 
D at a A n al ysis of M ass S p e ctr o m etr y E x p eri m e nts  
R a w d at a w as pr o c ess e d usi n g Pr ot e o m e Dis c o v er er v 1. 4 1. T h e M S/ M S s p e ctr a 
w er e s e ar c h e d usi n g M as c ot 2. 5 ( M atri x S ci e n c es) a n d S e q u est H T  a g ai nst t h e z e br afis h 
pr ot ei n d at a b as e U ni pr ot K B ( htt p:// w w w. u ni pr ot. or g/) a p p e n d e d wit h 1 2 5 c o m m o n 
l a b or at or y c o nt a mi n a nt pr ot ei ns. Fi x e d m o difi c ati o n w as s et t o c ar b a mi d o m et h yl ati o n of 
c yst ei n e a n d v ari a bl e m o difi c ati o n w as s et t o o xi d ati o n of m et hi o ni n e. S e ar c h r es ults 
w er e t h e n i m p ort e d b a c k t o E x pr essi o ns t o a n n ot at e i d e ntifi e d p e a ks. P r ot ei ns w er e 
gr o u p e d b as e d o n s h ar e d p e pti d es a n d i d e ntifi c ati o ns  w er e filt er e d s u c h t h at t h e gl o b al 
f als e dis c o v er y r at e w as a m a xi m u m of 1 %. 
 
G e n er ati o n of Tr a ns g e ni c Z e br afis h  
G at e w a y cl o ni n g w as us e d t o cr e at e a c o nstr u ct dri vi n g z e br afis h A p o A -I V b. 1 
a n d m C h err y o n t h e H e at S h o c k Pr ot ei n 7 0 ( H S P 7 0) pr o m ot er a n d st a bl e tr a ns g e ni c 
z e br afis h li n es w er e g e n er at e d as pr e vi o usl y r e p ort e d [ 1 8 2]. Z e br afis h a p o A -I V b. 1 w as 
a m plifi e d fr o m c D N A (f:  G G G G A C A A G T T T G T A C A A A A A A G C A G G C T C C A T 
G A A A C T G T A T C T G A T A r:  G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G 
G T C T T A A T A T C T C T T G G T G A ) a n d cl o n e d  i nt o a G at e w a y mi d dl e e ntr y v e ct or. W e 
t h e n us e d g at e w a y cl o ni n g t o cr e at e a hs p 7 0: a p o A 4 b. 1: m C h err y  c o nstr u ct fl a n k e d b y t ol 2 
sit es , w hi c h w as i nj e ct e d i nt o t h e y ol k of 1 -2 c ell e m br y os wit h t ol 2 tr a ns p os e  f or g e n o m e 
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i n c or p or ati o n. Tr a ns g e ni c T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e w er e i d e ntifi e d at 2 d pf 
b y h e at -s h o c ki n g  l ar v a e i n 1 5 m L E M at 3 7 ° C f or 4 5 mi n ut es f oll o w e d b y 4 2 ° C f or 1 0 
mi n ut es a n d s cr e e ni n g f or fl u or es c e n c e ~ 1 8 h o urs  l at er. L ar v a e w er e h e at -s h o c k e d a 
s e c o n d ti m e at 6 d pf, ~ 1 8 h o urs  pri or t o f e e di n g ass a ys, t o i n d u c e A p o A 4 b. 1 a n d 
m C h err y o v er e x pr essi o n.    
 
E x p eri m e nt al F e e d i n g Ass a ys f or t g H S P 7 0: A p o A-I V b. 1 :m C h err y L ar v a e  
As a n i n di c at or of f o o d i nt a k e T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e w er e f e d 
li p os o m es l a b el e d wit h B O DI P Y -C 1 6 (I n vitr o g e n,  Gr a n d Isl a n d, N Y, U S A,  D -3 8 2 1) 
f att y a ci d a n al o g . L a b el e d li p os o m es w er e m a d e b y a d d i n g B O DI P Y-C 1 6  t o 5 m L of 
1 0 % e g g y ol k e m ulsi o n i m m e di at el y f oll o wi n g s o ni c ati o n f or a fi n al c o n c e ntr ati o n of 6. 4 
μ M B O DI P Y -C 1 6  a n d v ort e xi n g f or 3 0 se c o n ds . T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e 
( 7 d pf ) w er e pl a c e d i n t h e fl u or es c e nt li p os o m e s ol uti o n i n an  i n c u b at e d s h a k er f or 4 
h o urs at 2 9 ° C.  L ar v a e w er e n e xt w as h e d t hr e e ti m es i n E M, a n est h eti z e d i n tri c ai n e, a n d 
s cr e e n e d f or t h e pr es e n c e of f o o d i n t h e i nt esti n e . Gr o u ps of 1 0  l ar v a e w er e p o ol e d, fl as h 
fr o z e n, a n d st or e d  at -8 0 ° C . F e e di n g ass a ys w er e p erf or m e d p air wis e wit h o n e p o ol of 1 0 
tr a ns g e ni c l ar v a e a n d t w o p o ols t o 1 0 W T l ar v a e. U nf e d, W T a n d tr a ns g e ni c l ar v a e  w er e  
tr e at e d i n p ar all el a n d c oll e ct e d as c o ntr ols.  A t ot al of ni n e p air e d s ets of l ar v a e w er e 
c oll e ct e d. All e x p er i m e nt al a n d c o ntr ol T g a n d W T l ar v a e w er e tr e at e d wit h t h e s a m e 
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Li pi d E xtr a cti o n a n d A n al ysis  
T ot al li pi ds w er e e xtr a ct e d fr o m t h e l ar v a e f e d fl u or es c e nt li p os o m es si mil arl y t o 
pr e vi o us r e p orts [ 1 5 1] f oll o wi n g t h e Bli g h a n d D y er m et h o d [ 1 8 3]. Bri efl y, 1 0 0 μ L of 
H 2 O w as a d d e d t o t h e fr o z e n p o ol of 1 0 l ar v a e a n d  s o ni c at e d f or 4 s e c o n ds  wit h a o n e -
f o urt h-i n c h i n c h t a p er e d mi cr oti p wit h a n o ut p ut of 3 W. N e xt, 3 7 5 μ L  of C hl or of or m: 
M et h a n ol ( 1: 2) w as a d d e d t o t h e h o m o g e n at e , it w as v ort e x e d 3 0 s e c o n ds, a n d i n c u b at e d 
at 2 5 ° C f or at l e ast 1 0 mi n ut es. 1 2 5 μ L  of c hl or of or m a n d 1 2 5 μ L  2 0 0 m M Tris, p H 7, 
w er e s u bs e q u e ntl y a d d e d, wit h 3 0 s e c o n ds  of v ort e xi n g aft er e a c h a d diti o n. T h e  s a m pl es 
w er e  c e ntrif u g e d at 4, 0 0 0 r p m f or 5 mi n ut es. T h e  or g a ni c p h as e w as tr a nsf err e d t o a cl e a n 
mi cr of u g e t u b e a n d st or e d at -8 0 ° C. F or a n al ysis, s a m pl es w er e dri e d i n a s p e e d v a c u u m , 
r es us p e n d e d i n 1 2 μ L  c hl or of or m , a n d d ott e d o n a c h a n n el e d T L C pl at e  ( W h at m a n 
S ci e ntifi c , Fl or h a m P ar k, NJ, U S A ). T o d et e ct B O DIP Y -C 1 6  ( as a n i n di c ati o n of f o o d 
i nt a k e) pl at es w er e s c a n n e d ( T y p h o o n S c a n n er, G E H e alt h c ar e , Pitts b ur g, P A, U S A) 
usi n g a  bl u e fl u or es c e n c e l as er ( e x cit ati o n: 48 8  n m; e missi o n: 5 2 0 n m B a n d P ass; P M T 
4 2 5 ). T ot al fl u or es c e n c e of e a c h s a m pl e w as q u a ntifi e d usi n g I m a g e Q u a nt s oft w ar e ( G E 
H e alt h c ar e , Pitts b ur g, P A, U S A). C orr e cti o n for  n at ur all y fl u or es c e nt li pi d  b a c k gr o u n d 
w as m a d e wit h p air e d, u nf e d l ar v al s a m pl es .  
 
St atisti cs  
R T -P C R g e n e e x pr essi o n r es ults w er e q u a ntifi e d usi n g t h e Δ Δ C T m et h o d [ 1 8 4] 
wit h 1 8 S  as t h e r ef er e n c e g e n e. Diff er e n c es i n g e n e e x pr essi o n o v er t h e c o urs e of a 4 -
h o ur f e e d as m e as ur e d b y R T -P C R w er e d et er mi n e d b y o n e -w a y A N O V A f oll o w e d b y a 
H ol m -Si d a k t est f or m ulti pl e c o m p aris o ns. Ass a ys t o c o m p ar e diff er e n c e i n f e e di n g 
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b et w e e n W T a n d T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e w er e p erf or m e d p air wis e wit h 
o n e s a m pl e of tr a ns g e ni c l ar v a e a n d t w o s a m pl es of W T l ar v a e p er e x p eri m e nt.  F or e a c h 
e x p eri m e nt t h e fl u or es c e n c e, e x pr ess e d i n ar bitr ar y u nits, of t h e d ot bl ots f oll o wi n g 
c orr e cti o n f or b a c k gr o u n d fl u or es c e n c e of t h e t w o W T s a m pl es w as a v er a g e d t o g et h er. 
T h e diff er e n c e i n t h e a m o u nt  of fl u or es c e nt li pi ds i n g est e d b et w e e n W T a n d 
T g( hs p 7 0: a p o A -I V b. 1:m C h err y ) l ar v a e w as d et er mi n e d b y p air e d t-t est. All of t h e d at a 





























 5 7  
C H A P T E R 2 –  A S S E M B L Y A N D S E C R E T I O N O F 
F L U O R E S C E N T L Y T A G G E D A P O L I P O P R O T E I N B P E P T I D E S  
 
M e g h a n T. W als h 1 , O ni M. C el esti n2 , J a m es H. T hi e r e r 2 , St e v e n A. F ar b er2 , M. 
M a h m o o d H uss ai n 1, 3, 4  
 
1 D e p art m e nt of C ell Bi ol o g y, S U N Y D o w nst at e M e di c al C e nt er, Br o o kl y n, N e w Y or k; 
2 D e p art m e nt of E m br y ol o g y, C ar n e gi e I nstit uti o n f or S ci e n c e, B alti m or e, M D; 3 Di a b et es 
a n d O b esit y R es e ar c h C e nt er, N e w Y or k U ni v ersit y Wi nt hr o p H os pit al, Mi n e ol a, N Y; 
4 V A N e w Y o r k H ar b or H e alt h c ar e S yst e m, Br o o kl y n, N Y 
 
T h e f oll o wi n g c h a pt er is r e pri nt e d fr o m a c oll a b or ati v e m a n us cri pt b ei n g pr e p ar e d 
f or s u b missi o n t o t h e J o ur n al of Li pi d R es e ar c h  t h at e v al u at es w h et h er A P O B-f usi o n 
pr ot ei ns c a n b e us e d t o g e n er at e li p o pr ot ei ns. I  a n al y z e d t h e d at a a n d wr ot e t h e r es ults, 
m et h o ds, a n d dis c ussi o n s e cti o ns r el ati n g t o t h e cl o n al a n al ysis e x p eri m e nt p erf or m e d i n 
li v e z e br afis h ( Fi g. 6). T his w or k d e m o nstr at es t h at A P O B t a g g e d wit h fl u or es c e nt 
r e p ort ers c a n b e li pi d at e d, s e cr et e d, a n d en d o c yt os e d as w o ul d b e e x p e ct e d b y 
e n d o g e n o us li p o pr ot ei ns, pr o vi di n g a pr e c e d e nt f or usi n g t a g g e d v ersi o ns of A P O B t o 
m o nit or li p o pr ot ei n d y n a mi cs i n vi v o. 
 
A b st r a ct  
O ur u n d erst a n di n g of i ntr a c ell ul ar a n d i ntr a -or g a nis m tr affi c ki n g of 
a p oli p o pr ot ei n B ( A P O B) -c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns ( Bl ps) c a n b e gr e atl y e n h a n c e d wit h 
t h e a v ail a bilit y of t a g g e d pr ot ei ns t o vis u ali z e t h eir tr a ns p ort wit hi n c ells a n d b et w e e n 
tiss u es. AP O B e xists i n t w o f or ms; A P O B 1 0 0, w hi c h is m ai nl y f o u n d i n h e p ati c v er y l o w 
d e nsit y li p o pr ot ei ns ( V L D L), a n d A P O B 4 8, w hi c h is ass o ci at e d wit h i nt esti n al 
c h yl o mi cr o ns. H er e w e r e p ort d at a o n t hr e e pl as mi ds e x pr essi n g A P O B fl u or es c e nt 
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f usi o n pr ot ei ns; A P O B 4 8 -G F P, A P O B 1 0 0 -G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y. I n C os -7 c ells, 
w hi c h d o n ot n at ur all y e x pr ess  A P O B or mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n ( M T P), 
fl u or es c e nt A P O B pr ot ei ns c o -l o c ali z e d wit h c al n e xi n a n d w er e o nl y s e cr et e d if c ells 
w er e c o -tr a nsf e ct e d wit h M T P. T h e s e cr et e d A P O B -f usi o ns r et ai n e d t h e fl u or es c e nt 
pr ot ei n a n d w er e s e cr et e d as li p o pr ot ei ns wit h fl ot ati o n pr o p erti es si mil ar t o pl as m a hi g h 
d e nsit y li p o pr ot ei ns ( H D L) a n d l o w d e nsit y li p o pr ot ei ns ( L D L). I n a r at h e p at o m a M c A -
R H 7 7 7 7 c ell li n e t h at n at ur all y e x pr ess es M T P, t h e A P O B 1 0 0 f usi o n pr ot ei n w as 
s e cr et e d as V L D L –  a n d L D L – si z ed  p ar ti cl es, a n d t h e A P O B 4 8 f usi o n pr ot ei ns w er e 
s e cr et e d wit h L D L –  a n d H D L – si z e p arti cl es. T o m o nit or li p o pr ot ei n tr affi c ki n g i n vi v o, 
t h e A P O B 4 8 -m C h err y c o nstr u ct w as tr a nsi e ntl y e x pr ess e d i n z e br afis h l ar v a e. Cl o n al 
a n al ysis r e v e al e d t h at t h e p e pti d e w as e x p r ess e d, s e cr et e d, a n d e n d o c yt os e d i nt o l at e 
e n d os o m es i n t h e li v er, c o nsist e nt wit h t h e e x p e ct e d tr affi c ki n g p att er n f or n ati v e 
li p o pr ot ei ns. T h es e e x p eri m e nts  s h o w t h at t h e a d diti o n of fl u or es c e nt pr ot ei ns t o t h e C -
t er mi nus  of A P O B wit h d o es n ot disr u pt t h eir ass e m bl y, l o c ali z ati o n, s e cr eti o n , a n d 
e n d o c yt osis. A v ail a bilit y of fl u or es c e ntl y l a b el e d A P O B  pr ot ei ns will  f a cilit at e 
e x pl or ati o n of ass e m bl y, d e gr a d ati o n, a n d tr a ns p ort of Bl ps, a n d i d e ntifi c ati o n of n o v el 
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I nt r o d u cti o n  
 
Li p o pr ot ei ns ar e n o n -c o v al e ntl y h el d ass e m bli es of li pi d a n d pr ot ei n t h at r es e m bl e 
mi c ell es. T h e y pl a y a p h ysi ol o gi c al r ol e i n t h e tr a ns p ort of h y dr o p h o bi c li pi ds t hr o u g h o ut 
t h e l y m p h a n d bl o o d str e am f or utili z ati o n or st or a g e b y p eri p h er al tiss u es  [ 1 8 5]. 
Li p o pr ot ei ns ar e c o m p os e d of a c or e c o nsisti n g of tri gl y c eri d e a n d c h ol est er ol est ers 
s urr o u n d e d b y a m o n ol a y er c o m p os e d of p h os p h oli pi ds, fr e e c h ol est er ol, a n d v ari o us 
a p oli p o pr ot ei ns. A p oli p o pr ot ei n B is a v er y l ar g e, a m p hi p at hi c, n o n -e x c h a n g e a bl e 
a p oli p o pr ot ei n t h at is a str u ct ur al c o m p o n e nt of tri gl y c eri d e ri c h li p o pr ot ei ns, i n cl u di n g 
c h yl o mi cr o ns ( C M) a n d v er y l o w -d e nsit y li p o pr ot ei ns ( V L D L)  [ 1 8 6]. F ull l e n gt h A P O B , 
A P O B 1 0 0, is a 5 1 2 k D a pr ot ei n t h at is s y nt h esi z e d i n m a m m ali a n li v ers a n d is t h e m a j or 
a p oli p o pr ot ei n f o u n d i n V L D L  [ 1 8 7]. I n t h e m a m m ali a n i nt esti n e as w ell as t h e li v ers of 
c ert ai n s p e ci es , a n m R N A e diti n g e n z y m e (A P O B E C 1 ) c o n v erts t h e c yti di n e at p ositi o n 
6 6 6 6 of A P O B  m R N A t o ur a cil cr e ati n g a pr e m at ur e st o p c o d o n  [ 1 8 8, 1 8 9]. T his e dit e d 
m R N A is tr a nsl at e d i nt o a tr u n c at e d f or m of A P O B , A P O B 4 8, a  2 4 6 k D a pr ot ei n 
c o nsisti n g of t h e N -t er mi n al 4 8 % of A P O B 1 0 0  [ 1 9 0, 1 9 1]. A P O B 4 8 is t h e m ai n 
a p oli p o pr ot ei n of C M.  
D uri n g tr a nsl ati o n, t h e A P O B  p e pti d e i nt er a c ts wit h t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m 
( E R) [ 1 9 2, 1 93] . Mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n ( M T P) tr a nsf ers li pi ds t o a 
gr o wi n g A P O B  p ol y p e pti d e t o f or m pri m or di al li p o pr ot ei ns ( pr e -V L D L or pr e -C M)  [ 1 9 4, 
1 9 5]  t h at ar e a p pr o xi m at el y t h e s a m e si z e as pl as m a hi g h-d e nsit y li p o pr ot ei ns ( H D L). I n 
t h e a bs e n c e of M T P or i ns uffi ci e nt a m o u nts of li pi ds, A P O B  is u bi q uiti n at e d a n d 
d e gr a d e d b y t h e pr ot e as o m e. I n t h e s e c o n d st e p, pri m or di al li p o pr ot ei ns ar e e nl ar g e d i nt o 
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V L D L or C M  [ 1 9 6]. T h es e l ar g er V L D L a n d C M u n d er g o a s e c o n d q u alit y c o ntr ol st e p, 
p ost -E R pr es e cr et or y pr ot e ol ysis, w h er e b y  o xi di z e d, a g gr e g at e d Bl ps ar e d e gr a d e d b y 
a ut o p h a g y  [ 1 9 7] a n d l ys os o m es  [ 1 9 8, 1 9 9]. B e c a us e of t h eir l ar g e si z e, V L D L a n d C Ms 
tr a v el t hr o u g h t h e s e cr et or y p at h w a y b y  n o n c a n o ni c al tr a ns p ort v esi cl es a n d ar e s e cr et e d 
vi a e x o c yt osis i nt o t h e cir c ul ati o n  [ 2 0 0, 2 0 1]. I n t h e cir c ul ati o n, C M a n d V L D L a c q uir e 
e x c h a n g e a bl e a p oli p o pr ot ei ns a n d u n d er g o li p ol ysis b y li p as es a n c h or e d t o t h e 
e n d ot h eli al c ell s urf a c e. T h e h y dr ol y z e d r e m n a nt Bl ps ar e cl e ar e d m ai nl y b y t h e li v er vi a 
r e c e pt or m e di at e d e n d o c yt osis. [ 2 0 2, 2 0 3].  
El e v at e d pl as m a l e v els of Bl ps c o ntri b ut e t o h y p erli pi d e mi a, c or o n ar y art er y 
dis e as e, at h er os cl er osis, o b esit y, di a b et es, a n d ot h er m et a b oli c dis e as es. Pl as m a A P O B  
m a y als o b e el e v at e d d u e t o i n cr e as e d s e cr eti o n or d e cr e as e d c at a b olis m of Bl ps. T h us, 
m u c h w or k h as b e e n d o n e t o el u ci d at e m e c h a nis ms i n t h e ass e m bl y, s e cr eti o n, 
d e gr a d ati o n, r e g ul ati o n, u pt a k e, i nt er n ali z ati o n, a n d tr affi c ki n g of Bl ps i n or d er t o fi n d 
w a ys t o l o w er t h eir pl as m a c o n c e ntr ati o n. H o w e v er, t o d at e it h as pr o v e n diffi c ult t o 
st u d y t h es e pr o c ess es i n vi v o.  
Fl u or es c e ntl y t a g g e d pr ot ei ns ar e i n v al u a bl e  t o ols f or m o nit ori n g i ntr a c ell ul ar 
bi ol o gi c al pr o c ess es  [ 2 0 4, 2 0 5]. T h e y ar e fr e q u e ntl y us e d i n li v e c ell i m a gi n g a n d i ntr a-
vit al mi cr os c o p y t o i n v esti g at e p h ysi ol o gi c al pr o c ess es i n r e al ti m e  [ 2 0 6]. F l u or es c e nt 
f usi o n pr ot ei ns ar e als o a d v a nt a g e o us f or hi g h t hr o u g h p ut s cr e e ns t o i d e ntif y r e g ul at or y 
pr ot ei ns i n v ari o us p at h w a ys a n d s p e ci fi c a nt a g o nists. I n a d diti o n, t h e y ar e e asi er t o 
h a n dl e a n d dis p os e of t h a n r a di o a cti v e m ol e c ul es t h at ar e us u all y us e d t o st u d y 
li p o pr ot ei n ass e m bl y a n d s e cr eti o n. D es pit e t h e cl e ar v al u e of fl u or es c e ntl y t a g g e d A P O B  
i n r es e ar c h a n d dr u g dis c o v er y, a n A P O B  fl u or es c e nt f usi o n pr ot ei n h as, t o o ur 
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k n o wl e d g e, n ot b e e n pr e vi o usl y d e v el o p e d a n d/ or p u blis h e d. T his is m ost li k el y t h e r es ult 
of t e c h ni c al c h all e n g es f a c e d i n cl o ni n g t h e v er y l ar g e c o di n g s e q u e n c e of A P O B , w hi c h 
w as  o v er c o m e wit h a c o m bi n ati o n of cl o ni n g a n d g e n e s y nt h esis t e c h ni q u es. H er e, w e 
r e p ort t hr e e pl as mi ds e x pr essi n g fl u or es c e nt A P O B  f usi o n pr ot ei ns. Utili zi n g t h es e 
c o nstr u cts, w e w er e a bl e t o vis u ali z e i ntr a c ell ul ar A P O B  i n m a m m ali a n c ells. A P O B  
f usi o ns w er e s e cr et e d i n a n M T P-d e p e n d e nt f as h i o n as f ull l e n gt h, fl u or es c e ntl y-l a b el e d 
li p o pr ot ei n p arti cl es. T h e A P O B 4 8 -m C h err y c o nstr u ct w as tr a nsi e ntl y e x pr ess e d i n l ar v al 
z e br afis h t o e v al u at e w h et h er t his a p pr o a c h w as als o eff e cti v e i n vi v o. N ot o nl y c o ul d 
fl u or es c e nt A P O B -f usi o n pr ot ei ns b e d et e ct e d a n d vis u ali z e d i n li vi n g c ells, b ut cl o n al 
a n al ysis d e m o nstr at e d t h at p arti cl es w er e b ot h s e cr et e d a n d e n d o c yt os e d i nt o t h e li v er. 
T a k e n t o g et h er, t h es e r es ults i n di c at e t h at t h e C -t er mi n al f usi o n of fl u or es c e nt pr ot ei ns t o 
A P O B  d o es n ot i nt erf er e wi t h t h e ass e m bl y, s e cr eti o n, or u pt a k e of Bl ps, a n d t h es e f usi o n 
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R e s ult s  
 
S u b c ell ul ar l o c aliz ati o n of A P O B c hi m er as t o t h e E R a n d c ol o c aliz ati o n wit h M T P  
Pl as mi ds e n c o di n g t a g g e d A P O B ( Fi g. 1) w er e tr a nsf e ct e d i nt o C os-7 c ells, a n d 
t h e fl u or es c e ntl y l a b el e d A P O B f usi o n pr ot ei ns w er e vis u ali z e d wit h a c o nf o c al 
mi cr os c o p e ( Fi g 2 a, b ). B ot h A P O B 4 8-G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y s h o w e d diff us e 
p eri n u cl e ar l a b eli n g, w hi c h c ol o c ali z e d wit h t h e E R -m ar k er c al n e xi n. C ol o c ali z ati o n of 
A P O B 4 8 -G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y wit h c al n e xi n i n di c at es t h at t h e y ar e pr es e nt i n t h e 
E R, t h e sit e of Bl p ass e m bl y ( Fi g . 2 a, b ). M T P, criti c al f or Bl p ass e m bl y, is als o l o c ali z e d 
m ai nl y t o t h e E R. I n  or d er t o vis u ali z e w h et h er M T P c ol o c ali z es wit h A P O B, w e c o -
e x pr ess e d M T P -F L A G a n d A P O B 4 8 -G F P i n C os -7 c ells a n d p erf or m e d 
i m m u n o hist o c h e mistr y. M T P-F L A G c ol o c ali z e d wit h A P O B -G F P i n di c ati n g t h at t h e t w o 
pr ot ei ns ar e l o c at e d i n t h e s a m e s u b c ell ul ar c o m p ar t m e nt ( Fi g. 3). T h us, A P O B c hi m er as 
ar e e x pr ess e d i n  t h e E R i n cl os e pr o xi mit y t o M T P.  
 
Q u a ntifi c ati o n of i ntr a c ell ul ar A P O B  c hi m er as  
W e q u a ntifi e d t h e a m o u nt of A P O B  pr es e nt i ntr a c ell ul arl y i n C os -7 c ells st a bl y 
e x pr essi n g M T P -F L A G. A pr e vi o usl y c h ar a ct er i z e d u nt a g g e d A P O B 4 8 c o nstr u ct a ct e d as 
a p ositi v e c o ntr ol. T o c o nfir m t h at s e cr eti o n is M T P d e p e n d e nt, w e tr a nsf e ct e d A P O B 
e x pr essi o n pl as mi ds i nt o C os -7 c ells t h at d o n ot n at ur all y e x pr ess M T P . W e t h e n 
p erf or m e d c o -tr a nsf e cti o n e x p eri m e nts i n w hi c h c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h b ot h A P O B 
a n d M T P e x pr essi o n pl as mi ds. U nt a g g e d A P O B 4 8 h a d t h e hi g h est i ntr a c ell ul ar 
e x pr essi o n of all t h e A P O B c o nstr u cts irr es p e cti v e of M T P e x pr essi o n  ( Fi g. 4 a).  
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C M V pr o m ot er h A p o B 1 0 0 3’ e G F P p A
att B 4 C M V pr o m ot er 5’ U T R h A p o B 4 8 li n k er 3’ e G F Patt B 1 att B 2 p A
att B 4 5’ h s p 7 0 h A p o B 4 8 3’ m C h err yatt B 1 att B 2 p Aatt B 3
Fi g u r e 1: Pl a s mi d s e x p r e s si n g diff e r e nt a p o B c hi m e r a s. ( a) A P O B 4 8 -G F P w a s c u st o m 
d e si g n e d a n d c o n str u ct e d b y C y a g e n C or p. T h e 5ˊ -U T R a n d N -t er mi n al 4 8 % of a p o B w er e 
s u b cl o n e d i nt o t h e p R P. E x Tri -C M V v e ct or. A P O B 4 8 -G F P e x pr e s si o n i s dri v e n b y t h e C M V 
pr o m ot er. e G F P i s a d d e d aft er a li n k er s e q u e n c e at t h e C -t er mi n u s of t h e pr ot ei n. ( b) A P O B 1 0 0 -
G F P s y nt h e si z e d b y Ori g e n e . T h e o p e n r e a di n g fr a m e of f ull l e n gt h a p o B i s e x pr e s s e d u n d er 
t h e C M V pr o m ot er. T ur b o G F P i s a d d e d t o t h e C-t er mi n u s of t h e pr ot ei n. ( c) A P O B 4 8 -m C h err y
w a s s u b cl o n e d i nt o t h e p D O N O R V e ct or a n d t h e n r e c o m bi n e d i nt o t h e p D E S T v e ct or u si n g a 
l a m b d a b a s e d r e c o m bi n ati o n r e a cti o n. m C h err y w a s i n s ert e d at it s C-t er mi n u s. E x pr e s si o n i s 
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Fi g ur e 2: Fl u or e s c e ntl y t a g g e d a p o B i s l o c at e d i n t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m. C os -7  c ell s w er e 
pl at e d o n c o v ersli ps a n d tr a nsf e ct e d wit h pl as mi ds e x pr essi n g t h e v ari o us a p o B c o nstr u cts. Aft er 
4 8 h o urs, c ell s w er e fi x e d, bl o c k e d, a n d pr o b e d f or c al n e xi n. C ells e x pr essi n g (A ) a p o B 4 8-G F P 
( gr e e n) w er e i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y a nti b o di es c o nj u g at e d t o Al e x a-fl u or 5 9 4 ( c al n e xi n, r e d). 
(B ) C ells e x pr essi n g a p o B 4 8-m C h err y w er e i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y a nti b o d y c o nj u g at e d t o 
Al e x a -fl u or 4 8 8 ( c al n e xi n, gr e e n).  T h e n u cl e us w as st ai n e d wit h D A PI ( bl u e). C ells w er e vis u ali z e d 
wit h a c o nf o c al mi cr os c o p e. I m a g es w er e o v erl ai d ( m er g e d y ell o w) t o d et er mi n e c ol o c ali z ati o n. 
I m a g es ar e r e pr es e nt ati v e of m ulti pl e s c a n n e d fi el ds. E x p eri m e nt w as p erf or m e d i n d u pli c at e 
a n d ei g ht a dj a c e nt fi el ds w er e c a pt ur e d p er sli d e. S c al e b ars, 1 0 µ m.  
Fi g u r e 2: Fl u o r e s c e ntl y -t a g g e d A P O B i s l o c at e d i n t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m. C o s -7 c ell s 
w er e pl at e d o n c o v er sli p s a n d tr a n sf e ct e d wit h pl a s mi d s e x pr e s si n g t h e v ari o u  A P O B
c o n str u ct s. Aft er 4 8 h o ur s, c ell s w er e fi x e d, bl o c k e d, a n d pr o b e d f or c al n e xi n. C ell s e x pr e s si n g 
( a) A P O B 4 8 -G F P ( gr e e n) w er e i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y a nti b o di e s c o nj u g at e d t o Al e x a -fl u or 
5 9 4 ( c al n e xi n, r e d). ( b) C ell s e x pr e s si n g A P O B 4 8 -m C h err y w er e i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y 
a nti b o d y c o nj u g at e d t o Al e x a -fl u or 4 8 8 ( c al n e xi n, gr e e n).  T h e n u cl e u s w a s st ai n e d wit h D A PI 
( bl u e). C ell s w er e vi s u ali z e d wit h a c o nf o c al mi cr o s c o p e. I m a g e s w er e o v erl ai d ( m er g e d y ell o w) 
t o d et er mi n e c ol o c ali z ati o n. I m a g e s ar e r e pr e s e nt ati v e of m ulti pl e s c a n n e d fi el d s. E x p eri m e nt 
w a s p erf or m e d i n d u pli c at e a n d ei g ht a dj a c e nt fi el d s w er e c a pt ur e d p er sli d e. S c al e b ar s, 1 0 
µ m.
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M T P -F L A G  A p o B -G F P  M er g e d  
Fi g ur e 3:  A p o B 4 8 -G F P c o -l o c aliz e s wit h M T P. C os -7 c ells w er e first tr a nsf e ct e d wit h pl a s mi d 
e x pr e s si n g a p o B 4 8 -G F P f oll o w e d b y pl a s mi ds e x pr e s si n g M T P -F L A G. I m m u n ofl u or e s c e nt st ai ni n g 
f or a p o B 4 8-G F P ( gr e e n) a n d M T P -F L A G (r e d) w a s vis u aliz e d i n a n Ol y m p us C o nf o c al Mi cr os c o p e. 
I m a g e s w er e m er g e d t o d et er mi n e c ol o c aliz ati o n ( y ell o w). E x p eri m e nt w a s p erf or m e d i n d u pli c at e 
a n d ei g ht a dj a c e nt fi el ds w er e c a pt ur e d p er sli d e. S c al e b ars, 1 0 µ m.  
Fi g u r e 3: A P O B 4 8 -G F P c o -l o c ali z e s wit h M T P. C o s -7 c ell s w er e fir st tr a n sf e ct e d wit h pl a s mi d 
e x pr e s si n g A P O B 4 8 -G F P f oll o w e d b y pl a s mi d s e x pr e s si n g M T P -F L A G . I m m u n ofl u or e s c e nt 
st ai ni n g f or A P O B 4 8 -G F P ( gr e e n) a n d M T P -F L A G (r e d) w a s vi s u ali z e d i n a n Ol y m p u s C o nf o c al 
Mi cr o s c o p e. I m a g e s w er e m er g e d t o d et er mi n e c ol o c ali z ati o n ( y ell o w). E x p eri m e nt w a s 
p erf or m e d i n d u pli c at e a n d ei g ht a dj a c e nt fi el d s w er e c a pt ur e d p er sli d e. S c al e b ar s, 1 0 µ m.
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A P O B 4 8 -G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y w er e pr es e nt at 6 7 % a n d 5 3 %, r es p e cti v el y, 
of t h e u nt a g g e d A P O B 4 8. A P O B 1 0 0 -G F P w as als o d et e ct e d i ntr a c ell ul arl y, al b eit at 
l o w er l e v els ( ~ 3 0 % of u nt a g g e d A P O B 4 8) ( Fi g . 4 a ). T h e e x pr essi o n of M T P -F L A G di d 
n ot si g nifi c a ntl y aff e ct t h e i ntr a c ell u l ar l e v el of A P O B e x pr essi o n ( Fi g. 4 a ). T h us, t h es e 
st u di es i n di c at e t h at all f o ur A P O B p e pti d es w er e e x pr ess e d i n tr a nsf e ct e d c ells, 
i n d e p e n d e ntl y of t h e pr es e n c e or a bs e n c e of M T P.  
 
A P O B c hi m er as ar e s e cr et e d fr o m c ells   
T o e v al u at e w h et h er  t h e fl u or es ce nt t a g i nt erf er e d wit h t h e s e cr eti o n of A P O B , w e 
m e as ur e d t h e a m o u nt of A P O B s e cr et e d i nt o t h e c ell c ult ur e m e di a. C os -7 c ells ar e o nl y 
a bl e t o s e cr et e A P O B if b ot h M T P a n d A P O B ar e c o -e x pr ess e d. M e di a fr o m C os -7 c ells 
n ot e x pr essi n g M T P h a d v er y l o w a m o u nts of A P O B, 0. 5 -5. 5 % of s e cr et e d A P O B 
c o m p ar e d t o c ells e x pr essi n g M T P ( Fi g. 4 b),  c o nfir mi n g t h at A P O B is n ot s e cr et e d i n 
a p pr e ci a bl e a m o u nts  i n t h e a bs e n c e of M T P.  
W h e n M T P w as c o -tr a nsf e ct e d wit h t h e A P O B-c o nstr u cts, t h er e w as a si g nifi c a nt 
i n cr e as e i n t h e l e v el of A P O B d et e ct e d i n t h e m e di a irr es p e cti v e of t h e A P O B-f usi o n 
c o nstr u ct t est e d ( Fi g. 4 b). U nt a g g e d A P O B 4 8 w as t h e m ost hi g hl y s e cr et e d p e pti d e, wit h 
m e di a c o n c e ntr ati o n r e a c hi n g al m ost t wi c e t h e l e v els of t h e t a g g e d A P O B 4 8 c o nstr u cts 
( A P O B 4 8-G F P or A P O B 4 8 -m C h err y) ( Fi g. 4 b). M e di a l e v els of A P O B 1 0 0 -G F P w er e 
si g nifi c a ntl y l o w er ( ~ 1 2 % of u nt a g g e d A P O B 4 8) ( Fi g. 4 b), b ut t his m a y b e  attri b ut a bl e  t o 
l o wer  tr a nsf e cti o n effi ci e n c y of t h e l ar g er pl as mi ds.  
T o  v ali d at e t h at  t h e s e cr et e d p e pti d es r et ai n e d t h e fl u or es c e nt t a g, m e di a fr o m c ells 
w er e i m m u n o pr e ci pit at e d wit h a n a nti -A P O B a nti b o d y a n d s u bj e ct e d t o w est er n bl otti n g. 
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Fi g ur e 4: A p o B c hi m er a s ar e s e cr et e d a s li p o pr ot ei n s fr o m C o s -7 c ell s. ( A-B)  A p o B pl as mi ds w er e tr a nsf e ct e d i nt o 
t w o diff er e nt C os-7 c ells. “ + M T P -F L A G ”  ar e c ells t h at w er e st a bl y e x pr essi n g M T P -F L A G a n d “ -M T P -F L A G ”  ar e c ells 
t h at d o n ot e x pr ess M T P. Aft er 3 6 h o urs, c ells w er e i n c u b at e d wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S a n d 0. 4 m M ol ei c 
a ci d c o m pl e x e d wit h B S A. M e di a w as c oll e ct e d aft er a n o v er ni g ht i n c u b ati o n. A p o B w as m e as ur e d i n t h e c ell l ys at es 
(A ) a n d m e di a (B ). D at a i s r e pr es e nt ati v e of t w o e x p eri m e nts p erfor m e d i n tri pli c at e. M e a n ±  S D, n = 3, St u d e nt ’s T-
t est w as p erf or m e d f or e a c h c o n diti o n b et w e e n + a n d –  M T P -F L A G. Ast eris ks i n di c at e P < 0. 0 5. ( C-G)  C os -7 c ells st a bl y 
tr a nsf e ct e d wit h M T P-F L A G w er e tr a nsf e ct e d wit h diff er e nt pl as mi ds e x pr essi n g i n di c at e d a p o B p e pti d e. A p o B w as 
i m m u n o pr e ci pit at e d fr o m t h e m e di a ( C). I m m u n o pr e ci pit at es w er e r u n o n a 6 % S D S-P A G E g el, tr a nsf err e d t o 
nitr o c ell ul os e, a n d pr o b e d f or a p o B. B a n ds w er e vis u ali z e d i n a p h os p h ori m a g er. I m a g es ar e r e pr es e nt ati v e of t w o 
e x p eri m e nts p erf or m e d i n d u pli c at e. ( D-G) M e di a fr o m f o ur w ells f or e a c h pl as mi d w er e c o m bi n e d, a dj ust e d t o 1. 3 
g/ ml wit h K Br, a n d o v erl ai d wit h s ol uti o ns wit h v ar yi n g d e nsiti es t o cr e at e a d e nsit y gr a di e nt a n d s u bj e ct e d t o 
d e nsit y gr a di e nt ultr a n c e ntrif u g ati o n i n a S W -4 1 r o t or ( 4 0, 0 0 0 r p m, 1 9 7 5 6 8 g, 1 4°C, 1 6 h) a n d 1 ml fr a cti o ns w er e 
c oll e ct e d. A p o B w as m e as ur e d i n e a c h fr a cti o n of t h e m e di a of c ells e x pr essi n g a p o B 4 8 ( D ), a p o B 4 8-G F P ( E ), 
a p o B 4 8 -m C h err y ( F ), or a p o B 1 0 0-G F P ( G ) w er e m e as ur e d vi a E LI S A. T h e d e nsit y i n e a c h fr acti o n w as m e as ur e d wit h 
a r efr a ct o m et er. D at a is r e pr es e nt ati v e of t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts.  
Fi g u r e 4: A P O B c hi m e r a s a r e s e c r et e d a s li p o p r ot ei n s f r o m C o s -7 c ell s. ( a -b) A P O B
pl a s mi d s w er e tr a n sf e ct e d i nt o t w o diff er e nt C o s -7 c ell s. “ + M T P -F L A G” ar e c ell s t h at w er e 
st a bl y e x pr e s si n g M T P -F L A G a n d “ -M T P -F L A G” ar e c ell s t h at d o n ot e x pr e s s M T P. Aft er 3 6 
h o ur s, c ell s w er e i n c u b at e d wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S a n d 0. 4 m M ol ei c a ci d c o m pl e x e d 
wit h B S A. M e di a w a s c oll e ct e d aft er a n o v er ni g ht i n c u b ati o n. A p o B w a s m e a s ur e d i n t h e c ell 
l y at e s ( a) a n d m e di a ( b). D at a i s r e pr e s e nt ati v e of t w o e x p eri m e nt s p erf or m e d i n ri pli c at e. n = 3, 
St u d e nt t t e st. ( c-g) C o s -7 c ell s st a bl y tr a n sf e ct e d wit h M T P -F L A G w er e tr a n sf e ct e d wit h 
diff er e nt pl a s mi d s e x pr e s si n g i n di c at e d A P O B p e pti d e. A p o B w a s i m m u n o pr e ci pit at e d fr o m t h e 
m e di a ( c). I m m u n o pr e ci pit at e s w er e r u n o n a 6 % S D S -P A G E g el, tr a n sf err e d t o nitr o c ell ul o s e, 
a n d pr o b e d f or a p o B. B a n d s w er e vi s u ali z e d i n a p h o s p h ori m a g er. I m a g e s ar e r e pr e s e nt ati v e of 
t w o e x p eri m e nt s p erf or m e d i n d u pli c at e. ( d-g) M e di a fr o m f o ur w ell s f or e a c h pl a s mi d w er e 
c o m bi n e d, a dj u st e d t o 1. 3 g/ ml wit h K Br, a n d o v erl ai d wit h s ol uti o n s wit h v ar yi n g d e n siti e s t o 
cr e at e a d e n sit y gr a di e nt a n d s u bj e ct e d t o d e n sit y gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n i n a S W -4 1 r ot or 
( 4 0, 0 0 0 r p m, 1 9 7 5 6 8 g, 1 4° C, 1 6 h) a n d 1 ml fr a cti o n s w er e c oll e ct e d. A p o B w a s m e a s ur e d i n 
e a c h fr a cti o n of t h e m e di a of c ell s e x pr e s si n g a p o B 4 8 ( d), a p o B 4 8-G F P ( e), a p o B 4 8-m C h err y 
(f), or a p o B 1 0 0-G F P ( g) w er e m e a s ur e d vi a E LI S A. T h e d e n sit y i n e a c h fr a cti o n w a s m e a s ur e d 
wit h a r efr a ct o m et er. D at a i s r e pr e s e nt ati v e of t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s. 
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Pr o bi n g t h e bl ot f or A P O B r e v e al e d sli g htl y hi g h er m ol e c ul ar w ei g ht b a n ds f or A P O B 4 8 - 
G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y r el ati v e t o u nt a g g e d A P O B -4 8, c o nsist e nt wit h s e cr eti o n of 
t h e f ull-l e n gt h t a g g e d A P O B  c hi m er as ( Fi g. 4 c). T h er ef or e, a d diti o n of C -t er mi n al G F P 
or m C h err y is p er missi v e t o A P O B 4 8 s e cr eti o n. Alt h o u g h t h e A P O B 1 0 0 -G F P l e v els 
c o ul d b e m e as ur e d b y E LI S A ( Fi g. 4 b), t h e y  w er e n ot d et e ct a bl e  b y w est er n bl ot a n al ysis 
or  i m m u n ofl u or es c e n c e ( n ot s h o w n). 
 
A P O B  p e pti d es ar e s e cr et e d as li p o pr ot ei ns  
T o d et er mi n e  w h et h er fl u or es c e ntl y t a g g e d A P O B  c hi m er as w er e s e cr et e d as 
b u o y a nt li p o pr ot ei ns , d e nsit y gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n w as us e d t o i d e ntif y t h e d e nsit y 
fr a cti o ns t h at c o nt ai n t h e A P O B-f usi o n pr ot ei ns. Pr e vi o us r es e ar c h h as s h o w n t h at  C os -7 
c ells , w hi c h d o n ot n at ur all y pr o d u c e li p o pr ot ei ns,  s e cr et e u n us u all y s m all Bl ps f oll o wi n g 
tr a nsf e cti o n wit h A P O B a n d M T P. C o nsist e nt wit h pr e vi o us st u di es, c o -tr a nsf e cti o n of 
u nt a g g e d A P O B 4 8 a n d M T P r es ult e d i n t h e s e cr eti o n of p arti cl es wit h a d e nsit y si mil ar t o 
hi g h -d e nsit y li p o pr ot ei ns ( H D L ), i n t h e r a n g e of 1. 1 2 –  1. 1 9 g/ ml ( Fi g. 4 d ). A P O B 4 8 -
G F P w as s e cr et e d i n p arti cl es wit h si mil ar d e nsiti es, i n t h e r a n g e of 1. 1 0 –  1. 1 9 g/ ml ( Fi g. 
4 e ). Li k e A P O B 4 8 -G F P, t h e b ul k of A P O B 4 8 -m C h err y w as s e cr et e d as li p o pr ot ei ns wit h 
a d e nsit y of 1. 1 1 –  1. 2 0 g/ ml wit h a p e a k at 1. 1 2 g/ ml ( Fi g. 4f). A P O B 1 0 0 -G F P w as 
d et e ct e d i n t h e fr a cti o ns wit h t h e l o w est d e nsiti es, r a n gi n g fr o m  1. 0 8 –  1. 1 5 g/ ml ( Fi g. 
4 g). A s m all a m o u nt of all f o ur A P O B p e pti d es c o ul d als o b e d et e ct e d i n t h e li pi d -fr e e 
pr ot ei n fr a cti o n (fr a cti o n 1 2), w hi c h m a y b e d e gr a d ati o n pr o d u cts of A P O B r e c o g ni z e d 
b y t h e m o n o cl o n al a nti b o d y 1 D 1 us e d f or E LI S A. T h es e st u di es s h o w t h at C -t er mi n all y 
t a g g e d A P O B c hi m er as ar e li pi d at e d si mil arl y t o u nt a g g e d pr ot ei ns, ar e s e cr et e d as 
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b u o y a nt li p o pr ot ei n p arti cl es, a n d t h at t h e fl u or es c e nt t a g d o es n ot pr e v e nt  ass e m bl y a n d 
s e cr eti o n of Bl ps .  
T o st u d y s e cr eti o n of t a g g e d A P O B p e pti d es i n a s yst e m t h at n at ur all y pr o d u c es 
li p o pr ot ei ns, w e e x pr ess e d t h e c o nstr u cts i n r at h e p at o m a c ells, M c A -R H 7 7 7 7. T h e 
m o n o cl o n al a nti b o d y us e d f or h u m a n A P O B E LI S A, 1 D 1, d o es n ot d et e ct r at A P O B. 
T h er ef or e, all ass a ys r e p ort o nl y t h e l e v el of h u m a n A P O B i n t h e m e di a, w hi c h is d eri v e d 
fr o m t h e tr a nsf e ct e d pl as mi ds. T o d e m o nstr at e t h e s p e cifi cit y of t h e 1 D 1 a nti b o d y, c ells 
w er e tr a nsf e ct e d wit h a n e m pt y pl as mi d a n d n o h u m a n A p o B w as d et e ct a bl e i n t h e m e di a 
( Fi g 5 a, b). A P O B w as d et e ct a bl e i n t h e m e di a f oll o wi n g tr a nsf e cti o n wit h e a c h of t h e 
f o ur pl as mi ds e n c o di n g h u m a n A P O B B, alt h o u g h t h er e w er e cl e ar diff er e nc es i n t h e 
e x pr essi o n l e v el b et w e e n diff er e nt pl as mi ds ( Fi g. 5 a).   
Ultr a c e ntrif u g ati o n of t h e m e di a fr o m M c A -R H 7 7 7 7 c ells e x pr essi n g t h e v ari o us 
A P O B  p e pti d es s h o w e d t h at s e cr et e d li p o pr ot ei ns fl o at e d at d e nsiti es si mil ar t o t h os e of 
pl as m a L D L a n d H D L ( Fi g. 5 c -f). C o nsist e nt wit h r es ults fr o m pr e vi o us st u di es  [ 2 0 7, 
2 0 8] , t h e u nt a g g e d A P O B 4 8 p e pti d e w as s e cr et e d wit h a p e a k d e nsit y at 1. 0 6 2 g/ ml ( Fi g. 
5 c).  A b o ut 2 0 % of t h e u nt a g g e d A P O B 4 8 p e pti d es w er e s e cr et e d wit h a d e nsit y of 1. 0 5 
g/ ml ( Fr a cti o ns 2 a n d 3). T h er e w er e n o li p o pr ot ei ns s e cr et e d i n t h e V L D L fr a cti o n 
( Fr a cti o n 1). F urt h er, all A P O B  p e pti d es w er e s e cr et e d ass o ci at e d wit h li pi ds as A P O B 
w as n ot d et e ct e d i n fr a cti o ns 9 -1 2 ( 1 . 2 2 g/ ml –  1. 3 3 g/ ml). A P O B 4 8 -G F P w as d et e ct e d 
( 1. 0 3 g/ ml –  1. 2 0 g/ ml) i n b ot h t h e H D L a n d L D L fr a cti o ns wit h a p e a k d e nsit y at 1. 1 
g/ ml. A p pr o xi m at el y 4 0 % ( Fr a cti o ns 3 a n d 4) of A P O B 4 8 -G F P w as s e cr et e d wit h a 
d e nsit y si mil ar t o L D L ( 1. 0 3 g/ ml –  1. 0 6 1 g/ ml ) p arti cl es (Fi g. 5 d ). Si mil ar t o  t h e 
u nt a g g e d p e pti d e, t h er e w as n o A P O B 4 8 -G F P i n t h e V L D L or li pi d -fr e e pr ot ei n 
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Fi g ur e 5:  A p o B c hi m er a s ar e s e cr et e d a s L D L ─ siz e p arti cl e s w h e n e x pr e s s e d i n M c A -R H 7 7 7 7 c ell s. 
R at h e p at o m a M c A -R H 7 7 7 7 c ells w er e tr a nsf e ct e d wit h pl a s mi ds e x pr e s si n g v ari o us a p o B p e pti d e s. 
Aft er 3 6 h o urs, c ells w er e i n c u b at e d wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S a n d 0. 4 m M  ol ei c a ci d 
c o m pl e x e d wit h B S A. M e di a w a s c oll e ct e d aft er a n o v er ni g ht i n c u b ati o n. ( A ) A p o B w a s m e a s ur e d i n 
t h e m e di a vi a E LI S A. M e a n ±  S D, n = 4, o n e -w a y A N O V A. ( B -F ) M e di a fr o m 4 w ells w er e c o m bi n e d, 
a dj ust e d t o 1. 3 g / ml wit h K Br, a n d o v erl ai d wit h K Br s ol uti o ns wit h v ar yi n g d e nsiti e s. M e di a w er e 
s u bj e ct e d t o o v er ni g ht ultr a c e ntrif u g ati o n ( S W 4 1 r ot or, 4 0, 0 0 0 r p m, 1 9 7 5 6 8 x g, 1 5
o
C, 1 6 h) a n d 1 ml 
fr a cti o ns w er e c oll e ct e d fr o m t h e t o p. A p o B i n e a c h fr a cti o n of t h e m e di a of c ells e x pr e s si n g n o 
h u m a n a p o B ( B ), a p o B 4 8 ( C ), a p o B 4 8-G F P ( D ), a p o B 4 8-m C h err y ( E ), or a p o B 1 0 0-G F P ( F ) w er e 
m e a s ur e d vi a E LI S A. T h e d e nsit y of e a c h fr a cti o n w a s m e a s ur e d wit h a r efr a ct o m et er. D at a is 
r e pr e s e nt ati v e of t w o e x p eri m e nt s.  
Fi g u r e 5: A P O B c hi m e r a s a r e s e c r et e d a s L D L ─ si z e p a rti cl e s w h e n e x p r e s s e d i n M c A -
R H 7 7 7 7 c ell s. R at h e p at o m a M c A -R H 7 7 7 7 c ell s w er e tr a n sf e ct e d wit h pl a s mi d s e x pr e s si n g 
v ari o u s A P O B c o n str u ct s. Aft er 3 6 h ur s, c ell s w er e i n c u b at e d wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S 
a n d 0. 4 m M ol ei c a ci d c o m pl e x e d wit h B S A. M e di a w a s c oll e ct e d aft er a n o v er ni g ht i n c u b ati o n. 
( a) A P O B w a s m e a s ur e d i n t h e m e di a vi a E LI S A. n = 4, o n e -w a y A N O V A. ( b-f) M e di a fr o m 4 
w ell s w er e c o m bi n e d, a dj u st e d t o 1. 3 g/ ml wit h K Br, a n d o v erl ai d wit h K Br s ol uti o n s wit h v ar yi n g 
d e n siti e s. M e di a w er e s u bj e ct e d t o o v er ni g ht ultr a c e ntrif u g ati o n ( S W 4 1 r ot or, 4 0, 0 0 0 r p m, 
1 9 7 5 6 8 x g, 1 5 o C, 1 6 h) a n d 1 ml fr a cti o n s w er e c oll e ct e d fr o m t h e t o p. A p o B i n e a c h fr a cti o n of 
t h e m e di a of c ell s e x pr e s si n g n o h u m a n a p o B ( b), A P O B 4 8 ( c), a p o B 4 8-G F P ( d), a p o B 4 8-
m C h err y ( e), or a p o B 1 0 0-G F P (f) w er e m e a s ur e d vi a E LI S A. T h e d e n sit y o  e a c h fr a cti o n w a s 
m e a s ur e d wit h a r efr a ct o m et er. D at a i s r e pr e s e nt ati v e of t w o e x p eri m e nt s. 
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fr a cti o ns. U nli k e A P O B 4 8 -G F P a n d u nt a g g e d A P O B 4 8, a m aj orit y ( 6 5 %) of A P O B 4 8 -
m C h err y w as f o u n d i n t h e L D L b u o y a n c y fr a cti o ns ( 1. 0 4 –  1. 0 6 g/ m l) ( Fi g. 5 e) wit h a 
p e a k at 1. 0 4 g/ ml. L o n g er A P O B p e pti d es f or m m or e T G -ri c h a n d l ess d e ns e li p o pr ot ei ns 
wit h a gr e at er cir c u mf er e n c e 3 7 . C o nsist e nt wit h t his o bs er v ati o n, al m ost all t h e 
A P O B 1 0 0 -G F P w as f o u n d i n t h e L D L fr a cti o ns ( 1. 0 3 -1. 0 6 g/ ml) ( Fi g. 5f ). Si n c e s o m e 
A P O B 1 0 0 -G F P w as f o u n d i n Fr a cti o n 1 ( 1. 0 3 g/ ml), it is p ossi bl e t h at A P O B 1 0 0 -G F P 
f or m e d V L D L-si z e d p arti cl es. C oll e cti v el y, b ot h st u di es i n C os -7 a n d M c A -R H 7 7 7 7 c ells 
s u g g est t h at A P O B c hi m er as c a n f or m l i p o pr ot ei ns wit h si mil ar d e nsiti es t o u nt a g g e d 
A P O B.  
 
S e cr eti o n a n d e n d o c yt osis of A P O B 4 8 -m C h err y i n l ar v al z e br afis h  
 E n c o ur a g e d b y t h e fi n di n gs fr o m c ult ur e d c ells, w e s o u g ht t o e v al u at e w h et h er 
t h es e fl u or es c e nt A P O B f usi o n pr ot ei ns w o ul d e n a bl e m o nit ori n g of Bl ps i n vi v o. T his 
w as t est e d usi n g a “ cl o n al a n al ysis ” p ar a di g m, w h er e b y a s u bs et of c ells i n t h e 
d e v el o pi n g  z e br afis h e m br y o e x pr ess eit h er t h e A P O B 4 8 -m C h err y pl as mi d or a n e g ati v e 
c o ntr ol pl as mi d e n c o di n g t h e e n d os o m al m ar k er R a b 5 c -m C h err y. If t h e fl u or es c e nt 
pr o d u ct is d et e ct a bl e t hr o u g h o ut t h e li v er, it i n di c at es t h at t h e p e pti d e c a n b e s e cr et e d a n d 
s u bs e q u e ntl y e n d o c yt os e d b y n ei g h b ori n g n o n -tr a ns g e ni c h e p at o c yt es. B y c o ntr ast, if t h e 
fl u or o p h or e is o nl y d et e ct a bl e i n a s u bs et of c ells, it i n di c at es t h at t h e p e pti d e is eit h er n ot 
s e cr et e d or n ot e n d o c yt os e d a n d t h er ef or e o nl y l a b els t h e tr a ns g e ni c s u b -p o p ul ati o n.   
T o g e n er at e t h es e c hi m eri c z e br afis h, l ar v a e w er e c o -i nj e ct e d wit h 1 0 0 p g of 
pl as mi d a n d 1 0 0 p g of m R N A e n c o di n g T ol 2 tr a ns p os as e, w hi c h pr o m ot es  r a n d o m 
i nt e gr ati o n of t h e c o nstr u ct i nt o t h e g e n o m e of o nl y a s u bs et of c ells, w hil e t h e m aj orit y 
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of c ells r e m ai n wil d -t y p e ( n o n-tr a ns g e ni c). Bri g ht m C h err y si g n al w as d et e ct a bl e i n a 
s m all s u bs et of c ells i nj e ct e d wit h t h e R a b 5 c pl as mi d, i n di c ati n g t h at i nt e gr ati o n of t h e 
tr a ns g e n e is r ar e a n d t h at t h e n e g ati v e c o ntr ol pr ot ei n pr o d u ct ( a n e arl y e n d os o m al 
m ar k er) is n ot tr affi c k e d t o n ei g h b ori n g c ells ( Fi g. 6 a). B y c o ntr ast, e a c h l ar v a i nj e ct e d 
wit h t h e A P O B 4 8 c o nstr u ct h a d m C h err y -ri c h p u n ct a d et e ct a bl e t hr o u g h o ut t h e e ntir e 
li v er ( Fi g. 6 b). T his i n di c at es t h at alt h o u g h t h e tr a ns g e n e is o nl y pr o d u c e d i n t h e s m all 
s u bs et of c ells t h at i nt e gr at e d t h e tr a ns g e n e, t h e pr ot ei n is effi ci e ntl y s e cr et e d a n d 
e n d o c yt os e d b y n ei g h b ori n g c ells as w o ul d b e e x p e ct e d f or e n d o g e n o us Bl p tr affi c ki n g.  
T h e a b o v e e x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n l ar v a e h et er o z y g o us f or a tr a ns g e ni c 
m ar k e r of l at e e n d os o m es, R a b 7-G F P. T his m ar k er s er v e d as a c o n v e ni e nt m ar k er of 
c ell ul ar ultr astr u ct ur e a n d e n a bl e d us t o e v al u at e w h et h er t h e A P O B 4 8 c o nstr u ct w as 
t a k e n u p i nt o t h e e n d os o m al c o m p art m e nt i n vi v o. C o nsist e nt wit h t h e cl o n al a p p e ar a n c e 
of R a b 5 -m C h err y l a b eli n g at l o w er m a g nifi c ati o n, m C h err y w as d et e ct a bl e i n f e w c ells 
i n di c ati n g t h at t his pr ot ei n pr o d u ct c a n n ot b e tr affi c k e d b et w e e n h e p at o c yt es ( Fi g. 6 c,  
w hit e o utli n es). B y c o ntr ast, A P O B 4 8 -m C h err y w as d et e ct a bl e t hr o u g h o ut t h e li v er 
i n cl u di n g in t h e R a b 7 -G F P -l a b el e d e n d os o m es ( Fi g. 6 d,  w hit e arr o w h e a ds). T his 
i n di c at es t h at t h e fl u or es c e ntl y-t a g g e d A P O B 4 8 p e pti d e is tr affi c k e d t hr o u g h t h e 
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Fi g u r e 6: A p o B 4 8 -m C h e r r y i s s e c r et e d a n d e n d o c yt o s e d b y z e b r afi s h h e p at o c yt e s i n 
vi v o . ( a) S c h e m ati c a n d c o nf o c al i m a g e s of R a b 5 -m C h err y cl o n e s i n t h e z e br afi s h li v er. A s t h e 
p e pti d e i s o nl y d et e ct a bl e i n a s u b s et of cl o n e s, it i n di c at e s t h at t hi s pr o d u ct c a n n ot b e tr affi c k e d 
b et w e e n h e p at o c yt e s. ( b) S c h e m ati c a n d c o nf o c al i m a g e s of A P O B 4 8 -m C h err y cl o n e s i n t h e 
z e br afi s h li v er.  T h e fl u or o p h or e i s d et e ct a bl e u bi q uit o u sl y t hr o u g h o ut t h e li v er, i n di c ati n g it c a n 
b e tr affi c k e d b et w e e n h e p at o c yt e s ( n = 1 3). ( c) Hi g h -m a g nifi c ati o n c o nf o c al i m a g e s of R a b 5 -
m C h err y cl o n e s i n t h e z e br afi s h li v er, i n cl u di n g t h e st a bl e tr a n s g e ni c R a b 7 -E G F P m ar k er of 
c ell ul ar ultr a str u ct ur e a n d e arl y e n d o s o m e s. R a b 5 -m C h err y cl o n e s ar e cl e arl y vi si bl e ( d a s h e d 
w hit e li n e s), c o n si st e nt wit h t h e c o n cl u si o n s fr o m t h e l o w -m a g nifi c ati o n i m a g e s ( n = 1 1). ( d) Hi g h -
m a g nifi c ati o n c o nf o c al i m a g e s of a p o B 4 8 -m C h err y i n t h e z e br afi s h li v er, d e m o n str ati n g n ot o nl y 
u bi q uit o u s di s p er si o n of t hi s pr ot ei n pr o d u ct t hr o u g h o ut t h e li v er b ut al s o p arti al c ol o c ali z ati o n 
wit h l at e e n d o s o m e s ( w hit e arr o w h e a d s). 
 
Fi g ur e 6: A p o B 4 8 -m C h err y i s s e cr et e d a n d e n d o c yt o s e d b y z e br afi s h h e p at o c yt e s i n vi v o. (A ) S c h e m ati c 
a n d c o nf o c al i m a g e s of R a b 5 -m C h err y cl o n es i n t h e z e br afis h li v er.  As t h e p e pti d e is o nl y d et e ct a bl e i n a 
s u bs et of cl o n e s, it i n di c at e s t h at t his pr o d u ct  c a n n ot b e tr affi c k e d b et w e e n h e p at o c yt es. ( B) S c h e m ati c 
a n d c o nf o c al i m a g e s of a p o B 4 8 -m C h err y cl o n es i n t h e z e br afis h li v er.  T h e fl u or o p h or e is d et e ct a bl e 
u bi q uit o u sl y t hr o u g h o ut t h e li v er, i n di c ati n g it c a n b e tr affi c k e d b et w e e n h e p at o c yt es. ( C) Hi g h -
m a g nifi c ati o n c o nf o c al i m a g e s of R a b 5 -m C h err y cl o n es i n t h e z e br afis h li v er, i n cl u di n g t h e st a bl e 
tr a n s g e ni c R a b 7-E G F P m ar k er of c ell ul ar ultr astr u ct ur e a n d e arl y e n d os o m es. R a b 5 -m C h err y cl o n es ar e 
cl e arl y vi si bl e ( d a s h e d w hit e li n es), c o nsist e nt wit h t h e c o n cl usi o ns fr o m t h e l o w -m a g nifi c ati o n i m a g es.( D ) 
Hi g h -m a g nifi c ati o n c o nf o c al i m a g es of a p o B 4 8 -m C h err y i n t h e z e br afis h li v er, d e m o nstr ati n g n ot o nl y 
u bi q uit o u s di s p ersi o n of t hi s pr ot ei n pr o d u ct t hr o u g h o ut t h e li v er b ut als o p arti al c ol o c ali z ati o n wit h l at e  
e n d o s o m e s ( w hit e arr o w h e a d s). S c al e b ars,   
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Di s c u s si o n  
 
T his st u d y d es cri b es s u c c essf ul c o nstr u cti o n of s e v er al pl as mi ds t h at e x pr ess 
fl u or es c e nt A P O B f usi o n pr ot ei ns: A P O B 4 8 -G F P, A P O B 1 0 0 -G F P, a n d A P O B 4 8 -
m C h err y. I m p ort a ntl y, t h es e fl u or es c e nt A P O B pr ot ei ns e x hi bit s e v er al as p e cts of 
e n d o g e n o us A P O B  h o m e ost asis, i n t h at t h e y (i) l o c ali z e t o t h e E R, (ii) r e q uir e M T P f or 
s e cr eti o n, a n d (iii) f or m b u o y a nt li pi d -ri c h li p o pr ot ei n p arti cl es. A d diti o n all y, e x pr essi o n 
i n a z e br afis h m o d el i n di c at e d t h at t h e A P O B w as e x pr ess e d, s e cr et e d, a n d e n d o c yt os e d. 
H e n c e, t h e C -t er mi n al a d diti o n of a fl u or es c e nt pr ot ei n t o A P O B d o es n ot i nt erf er e wit h 
li pi d ati o n, s e cr eti o n, a n d e n d o c yt osis. 
O n e of t h e m ai n m oti v ati o ns of a C -t er mi n al t a g w as t o a v oi d disr u pti n g t h e E R-
t ar g eti n g si g n al p e pti d e at t h e N-t er mi n us. Irr es p e cti v e of t h e A P O B f usi o n pr ot ei n 
st u di e d or c ult ur e s yst e m us e d, fl u or es c e nt A P O B l o c ali z e d pr o p erl y t o t h e E R. W e 
f urt h er d e m o nstr at e t h at t h es e pr ot ei ns w er e li pi d at e d b y b ot h h u m a n a n d r at M T P. 
L astl y, s e cr et e d fl u or es c e nt A P O B w as pr es e nt e x cl usi v el y i n t h e b u o y a nt d e nsit y 
fr a cti o ns of s u p er n at a nt d eri v e d fr o m r at h e p at o m a c ells, i n di c ati n g t h at it is li pi d at e d a n d 
ass o ci at e d wit h a li p o pr ot ei n p arti cl e.  
H o w e v er, s e v er al diff er e n c es w er e o bs er v e d b et w e e n t h e fl u or es c e nt A P O B 
f usi o ns a n d t h eir n ati v e c o u nt er p arts. A P O B 4 8 -G F P a n d A P O B 4 8 -m C h err y w er e 
e x pr ess e d at si g nifi c a ntl y l o w er l e v els t h a n u nt a g g e d A P O B 4 8 i n C os -7 c ells. T his 
o bs er v ati o n c o ul d b e attri b ut a bl e t o l o w er tr a nsf e cti o n effi ci e n c y of t h e l ar g er pl as mi ds. 
H o w e v er, w h e n t h e s a m e e x p eri m e nt w as r e p e at e d i n t h e r at h e p at o m a c ell li n e, 
A P O B 4 8 -m C h err y w as d et e ct a bl e at m u c h l o w er l e v els t h a n A P O B 4 8 -G F P, i n di c ati n g 
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t h at t h es e diff er e nt fl u or es c e nt pr ot ei ns m a y h a v e diff er e nt eff e cts o n li p o pr ot ei n 
bi o g e n esis. A d diti o n all y, t h e d e nsit y distri b uti o ns o f t h e r es ulti n g p arti cl es w er e q uit e 
diff er e nt b et w e e n A P O B 4 8 -m C h err y a n d A P O B 4 8 -G F P, wit h t h e G F P t a g g e d v ersi o n 
cl os el y mirr ori n g t h e n ati v e A P O B 4 8 a n d t h e m C h err y f usi o n pr o d u ci n g a hi g h er n u m b er 
of L D L -li k e p arti cl es. F urt h er w or k will b e r e q uir e d t o det er mi n e h o w s p e cifi c 
fl u or es c e nt pr ot ei ns aff e ct t h e li pi d c o m p ositi o n of r es ulti n g p arti cl es.  
A P O B 1 0 0 -G F P w as als o s e cr et e d fr o m c ells i n a n M T P d e p e n d e nt f as hi o n , a n d 
w as ass o ci at e d wit h li p o pr ot ei ns wit h d e nsiti es c o m p ar a bl e t o  L D L a n d H D L. H o w e v er, 
d u e t o its l o w e x pr essi o n, it c o ul d n ot b e vis u ali z e d b y i m m u n o hist o c h e mistr y i n t h e E R 
or vi a w est er n bl ot aft er i m m u n o pr e ci pit ati o n. T h e r el ati v el y l o w tr a nsf e cti o n effi ci e n c y 
of all t hr e e pl as mi ds c o ul d b e o v er c o m e b y g e n er ati n g st a bl y e x pr essi n g c ell li n es or 
a ni m als.  
T h e A P O B 4 8 -m C h err y c o nstr u ct w as als o e v al u at e d i n vi v o usi n g t h e l ar v al 
z e br afis h s yst e m. Cl o n al a n al ysis i n di c at e d t h at t his p e pti d e c a n b ot h b e s e cr et e d a n d 
e n d o c yt os e d b y l ar v al h e p at o c yt es a n d is tr affi c k e d at l e ast p arti all y t hr o u g h t h e 
e n d os o m al p at h w a y, c o nfir mi n g t h at t h e m C h err y t a g d o es n ot a b olis h i nt er a cti o n wit h 
t h e L D L-r e c e pt or. W hil e t h es e r es ults s u p p ort c o nti n u e d i n v esti g ati o n of t a g g e d A P O B -
p e pti d es t o st u d y Bl p h o m e ost asis, t h er e ar e s e v er al i m p ort a nt li mit ati o ns t o t his 
a p pr o a c h. I n tr a ns g e ni c z e br afis h, A P O B 4 8 -m C h err y w as n ot o nl y t a g g e d w it h t h e 
fl u or o p h or e, b ut als o (i) r es ult e d i n o v er e x pr essi o n as a n a d diti o n al A P O B g e n e 
i n c or p or at e d i nt o t h e g e n o m e, (ii) w as dri v e n b y a u bi q uit o us h e at s h o c k pr o m ot er ( hs p 
7 0) t h at m a y h a v e c a us e d e x pr essi o n i n tiss u es t h at d o n ot n or m all y pr o d u c e li p o p r ot ei ns, 
(iii) w as e n c o d e d b y a h u m a n c D N A s e q u e n c e, a n d (i v) us e d t h e tr u n c at e d A P O B 4 8 
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is of or m t h at is us u all y ass o ci at e d wit h i nt esti n e-d eri v e d c h yl o mi cr o ns. D es pit e t h es e 
d e p art ur es fr o m t h e bi ol o g y of e n d o g e n o us z e br afis h A P O B, h u m a n A P O B 4 8 still 
s h o w e d t h e criti c al h all m ar ks of s e cr eti o n, e n d o c yt osis, a n d e n d os o m al tr affi c ki n g 
e x p e ct e d of n ati v e Bl ps.  
Fl u or es c e ntl y -t a g g e d pr ot ei ns ar e v al u a bl e t o ols f or l ar g e-s c al e s cr e e ni n g i n b ot h 
m a m m ali a n c ells a n d n o n -m a m m ali a n m o d el s yst e ms. H er e, w e s h o w t h at d iff er e nt C-
t er mi n al fl u or es c e nt pr ot ei ns f us e d t o A P O B ar e t ol er at e d d uri n g Bl p ass e m bl y. Si n c e 
A P O B c o nstr u cts d es cri b e d i n t his st u d y c a n b e vis u ali z e d i n m a m m ali a n c ell li n es, t h e y 
w o ul d b e v al u a bl e f or li v e c ell i m a gi n g, i d e ntif yi n g t h e s u b c ell ul ar l o c ati o n of A P O B, or 
tr a c ki n g A P O B i ntr a c ell ul arl y u n d er diff er e nt c o n diti o ns. I n a d diti o n, u nli k e u nt a g g e d 
A P O B, t h es e c o nstr u cts c a n b e us e d i n h u m a n or ot h er m a m m ali a n c ell s yst e ms t h at 
e n d o g e n o usl y e x pr ess A P O B, s u c h as li v er a n d i nt esti n al c ells, t o st u d y b ot h st e ps of 
li p o pr ot ei n ass e m bl y a n d its tr a ns p ort. T h e y m a y als o b e us ef ul f or vis u ali zi n g a n d 
i n v esti g ati n g A P O B i n ot h er A P O B -e x pr essi n g tiss u es t h at ar e l ess wi d el y st u di e d, s u c h 
as t h e h e art, r eti n a, or ki d n e y. F urt h er, t h e y m a y b e v al u a bl e i n hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e ni n g 
t o i d e ntif y m ol e c ul es t h at s u p p ort or i nt erf er e wit h A P O B e x pr essi o n, li p o pr ot ei n 
ass e m bl y, a n d s e cr eti o n p at h w a ys.  
E a c h c o nstr u ct als o h as its o w n a d v a nt a g es a n d dis a d v a nt a g es. F or e x a m pl e, si n c e 
A P O B 4 8 -m C h err y is e x pr ess e d u n d er a n i n d u ci bl e pr o m ot er, it is p ossi bl e t o h e at s h o c k 
c ells a n d vis u ali z e t h e pr o gr essi o n of A P O B 4 8 t hr o u g h t h e s e cr et or y p at h w a y. T h e 
A P O B 4 8 -G F P pl as mi d c o nt ai ns t h e e n d o g e n o us 5  ́ U T R, w hi c h m a y h el p i d e ntif y 
tr a nsl ati o n al r e g ul at ors. O n e dr a w b a c k of t h es e pr ot ei ns is t h at t h e y ar e n ot e n d o g e n o usl y 
e x pr ess e d. O v er e x pr essi o n of t h es e pl as mi ds m a y h a v e u ni nt e n d e d c o ns e q u e n c es o n 
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ot h er m ol e c ul ar p at h w a ys. F urt h er, b e c a us e t h e  A P O B 4 8 -m C h err y a n d A P O B 1 0 0 -G F P 
pl as mi ds d o n ot c o nt ai n t h e 5  ́ U T R , t h e y m a y n ot f ull y r e c a pit ul at e c ert ai n as p e cts of 
tr a nsl ati o n al r e g ul ati o n. Fi n all y, n o n e of t h e pl as mi ds c o nt ai n t h e 3’ U T R a n d 
c o ns e q u e ntl y a n y cis - or tr a ns -a cti n g r e g ul at or y el e m e nts will n ot i nfl u e n c e t h eir 
e x pr essi o n or m R N A d e gr a d ati o n. T h e r es ults d es cri b e d h er e a n d a n u n d erst a n di n g of 
t h eir c a v e ats pr o vi d e j ustifi c ati o n f or f ut ur e eff orts t o i ns ert fl u or es c e nt r e p ort ers i nt o t h e 
e n d o g e n o us A P O B g e n e l o c us vi a pr e cis e g e n o m e e diti n g, w hi c h m a y b e a m or e v al u a bl e 
t o ol f or st u d yi n g A P O B r e g ul ati o n a n d i n vi v o tr affi c ki ng.  
L ar v al z e br afis h r e c a pit ul at e t h e m aj or as p e cts of i nt er -or g a n li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis i n a tr a ns p ar e nt  or g a nis m . Fl u or es c e nt A P O B-f usi o n pr ot ei ns t h us cr e at e t h e 
o p p ort u nit y t o m o nit or i nt er or g a n tr a ns p ort of Bl ps i n vi v o, w hi c h c a n b e us e d t o e x p a n d 
o ur u n d erst a n di n g of b ot h n or m al li p o pr ot ei n h o m e ost asis a n d a b err ati o ns t h at c o ntri b ut e 
t o t h e pr o gr essi o n of c ar di o v as c ul ar dis e as e.  
 I n s h ort, w e r e p ort t h at a d di n g fl u or es c e nt r e p ort er pr ot ei ns at t h e C-t er mi n us of 
A P O B d o es n ot disr u pt t h eir a bilit y t o f or m li p o pr ot ei ns. T h es e c o nstr u cts c a n b e us e d t o 
st u d y Bl p ass e m bl y, s e cr eti o n, tr affi c ki n g, a n d r e g ul ati o n b ot h wit hi n c ells a n d 
t hr o u g h o ut i nt a ct or g a nis ms. Fl u or es c e nt pr ot ei ns f us e d t o A P O B r e pr es e nt a v al u a bl e 
t o ol t o i n v esti g at e t h e c ell bi ol o g y of Bl ps as w ell as t o i d e ntif y n o v el m ol e c ul es t h at 
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M at e ri als a n d M et h o d s  
 
Pl as mi ds  
T h e u nt a g g e d A P O B 4 8 e x pr essi o n pl as mi d w as d es cri b e d pr e vi o usl y  [ 2 0 9]. T h e 
A P O B 4 8 -G F P c o nstr u ct w as c ust o m s y nt h esi z e d b y C y a g e n C or p ( Fi g. 1 a). T h e 5ˊ -
u ntr a nsl at e d r e gi o n ( U T R) a n d c o di n g r e gi o n of h u m a n A P O B 4 8 ( 7 4 0 3 b p, a c c essi o n # 
N M _ 0 0 0 3 8 4) w as s u b cl o n e d  i nt o t h e p R P. D es 2 d v e ct or vi a g at e w a y cl o ni n g. A p o B 4 8-
G F P  e x pr essi o n  is dri v e n b y  a c yt o m e g al o vir us ( C M V) pr o m ot er. E n h a n c e d gr e e n 
fl u or es c e nt pr ot ei n ( e G F P, 2 7 k D a, e x cit ati o n/ e missi o n m a x 4 8 8/ 5 0 9 n M) w as i ns ert e d at 
t h e C-t er mi n us of t h e pr ot ei n aft er a li n k er s e q u e n c e ( 1 5 b p, T A C A A A T T G C A T T A G) 
a n d b ef or e t h e S V 4 0 3ˊ -U T R a n d p ol y A si g n al.  
T h e A P O B 1 0 0 -G F P v e ct or ( Fi g. 1 b) w as  m a d e b y Ori g e n e ( C at # R G 2 1 9 5 8 1). 
T h e o p e n r e a di n g fr a m e of f ull l e n gt h h u m a n A P O B ( A c c essi o n # N M _ 0 0 0 3 8 4) w as 
s u b cl o n e d i nt o a P C M V 6 -A C -G F P pl as mi d vi a r estri cti o n di g est wit h s gf 1  a n d ml u 1 . 
A P O B 1 0 0 e x pr essi o n  is dri v e n b y  t h e C M V pr o m ot er. At t h e C-t er mi n us of t h e pr ot ei n, a 
li n k er s e q u e n c e (2 1 b p ) f oll o w e d b y T ur b o G F P (P o nt elli n a pl u m at a,  2 6 k D a, 
e x cit ati o n/ e missi o n m a x = 4 8 2/ 5 0 2 n m) w a s i ns ert e d b ef or e t h e h u m a n gr o wt h h or m o n e 
p ol y A si g n al.   
M ulti -sit e g at e w a y cl o ni n g w as us e d t o c o nstr u ct t h e A P O B 4 8 -m C h err y v e ct or. 
T h e c o di n g r e gi o n of h u m a n a p o B 4 8 w as a m plifi e d b y P C R fr o m A P O B 1 0 0 usi n g 
pri m ers t h at als o i ns ert e d fl a n ki n g sit es f or a  r e c o m bi n ati o n e n z y m e Att. T h e A P O B 4 8 
c o di n g s e q u e n c e w as s u b cl o n e d i nt o t h e p D O N O R V e ct or a n d t h e n r e c o m bi n e d i nt o t h e 
p D E S T v e ct or usi n g a l a m b d a -b as e d r e c o m bi n ati o n r e a cti o n. A P O B 4 8 e x pr essi o n  is 
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dri v e n b y  t h e z e br afis h  i n d u ci bl e h e at s h o c k pr ot ei n 7 0 (hs p 7 0 ) pr o m ot er. T h e  m C h err y 
( e x cit ati o n/ e missi o n m a x = 5 8 7/ 6 1 0 n M) c o di n g s e q u e n c e  w as cl o n e d as a n i n -fr a m e 
f usi o n t o t h e C-t er mi n us of t h e pr ot ei n ( Fi g. 1 c).  
 
E x pr essi o n a n d vis u aliz ati o n of A P O B c hi m er as i n C os -7 c ells  
 C os -7 c ells st a bl y e x pr essi n g M T P -F L A G 8  w er e pl at e d o n c o v e rsli ps ( 7 0, 0 0 0 
c ells/ w ell of a 1 2 w ell pl at e) a n d tr a nsf e ct e d wit h 2 µ g of pl as mi d e x pr essi n g A P O B 4 8 -
G F P or A P O B 1 0 0 -G F P usi n g T ur b of e ct ( T h er m o S ci e ntifi c, # R 0 5 3 1; 2 µl T ur b of e ct p er 
1 µ g D N A) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Aft er 4 8 h o urs, c ells w er e fi x e d 
i n 4 % p ar af or m al d e h y d e, ri ns e d, a n d n u cl ei  w er e  st ai n e d wit h D A PI. C o v ersli ps w er e 
m o u nt e d wit h V e ct as hi el d m o u nti n g m e di a ( V e ct or L a b or at ori es, # H -1 0 0 0) t o pr e v e nt 
p h ot o bl e a c hi n g. I m m u n ofl u or es c e n c e w as d et e ct e d wit h a n Ol y m p us C o nf o c al 
M i cr os c o p e. 
F or t h e e x pr essi o n of A P O B 4 8 -m C h err y, c ells w er e tr a nsf e ct e d as d es cri b e d 
a b o v e. Aft er 2 4 h o urs, c ells w er e i n c u b at e d at 4 3 o C f or 3 0 mi n ut es ( h e at s h o c k). Ei g ht 
h o urs l at er, t h e s a m e c ells w er e a g ai n s u bj e ct e d t o o n e m or e h e at s h o c k f or 3 0 mi n ut es. 
F ort y -ei g ht h o urs aft er tr a nsf e cti o n, c ells w er e fi x e d a n d vis u ali z e d as d es cri b e d a b o v e.    
F or c o -l o c ali z ati o n of A P O B wit h t h e E R-m ar k er c al n e xi n, fi x e d c ells w er e 
bl o c k e d wit h P B S s u p pl e m e nt e d wit h 1 m M M g Cl 2 , 0. 5 m M C a Cl2 , 3 % B S A, 0. 1 % 
Trit o n, a n d  1 % h ors e s er u m f or o n e h o ur at r o o m t e m p er at ur e a n d t h e n i n c u b at e d wit h 
a nti -c al n e xi n a nti b o d y ( S a nt a Cr u z, # S C -1 1 3 9 7, 1: 2 0 0 dil uti o n) f or 1 h o ur at r o o m 
t e m p er at ur e. C ells e x pr essi n g G F P-t a g g e d pl as mi ds w er e l a b el e d wit h d o n k e y a nti -r a b bit 
Al e x a Fl u or -5 9 4 (I n vitr o g e n, # A 2 1 2 0 7, 1: 2 5 0 dil uti o n) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e. 
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C ells e x pr essi n g  A P O B 4 8 -m C h err y w er e l a b el e d wit h d o n k e y a nti -r a b bit Al e x a Fl u or 
4 8 8 (I n vitr o g e n, # A 2 1 2 0 6, 1: 2 5 0 dil uti o n). C o v ersli ps w er e m o u n t e d a n d vis u ali z e d as 
d es cri b e d a b o v e.  
 
M e as ur e m e nt of c ell ul ar a n d s e cr et e d A P O B  
C os -7 ( Afri c a n gr e e n m o n k e y ki d n e y) c ells ar e m ost c o m m o nl y us e d t o st u d y t h e 
i niti ati n g st e ps of li p o pr ot ei n ass e m bl y. Alt h o u g h t h es e c ells d o n ot n at ur all y s e cr et e 
li p o prot ei ns, c o -e x pr essi o n of A P O B wit h M T P d e cr e as es p osttr a nsl ati o n al d e gr a d ati o n 
of A P O B a n d is s uffi ci e nt f or li p o pr ot ei n ass e m bl y a n d s e cr eti o n  [ 2 0 8]. C os -7 c ells st a bl y 
e x pr essi n g M T P -F L A G  w er e pl at e d ( 2 5 0, 0 0 0 c ells/ w ell) i n 6 w ell pl at es a n d tr a nsf e ct e d 
wit h 3 µ g of pl as mi d e x pr essi n g e a c h of t h e f o ur diff er e nt A P O B c o nstr u cts ( A P O B 4 8, 
A P O B 4 8 -G F P, A P O B 4 8 -m C h err y, a n d A P O B 1 0 0 -G F P) wit h T ur b of e ct as d es cri b e d 
a b o v e. Tr a nsf e cti o ns w er e t h e n r e p e at e d i n  C os -7 c ells t h at d o n ot e x pr ess M T P. C ells 
e x pr essi n g A P O B 4 8 -m C h err y w er e h e at s h o c k e d t wi c e as d es cri b e d a b o v e  to i n d u c e 
a p o B e x pr essi o n. Aft er 3 6 h o urs, c ells w er e i n c u b at e d wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S 
a n d 0. 4 m M ol ei c a ci d c o m pl e x e d wit h 1. 5 % B S A f or 1 6 h o urs. A p o B w as m e as ur e d i n 
t h e m e di a vi a E LI S A [ 2 1 0].  
Si mil ar e x p eri m e nts w er e p erf or m e d usi n g  a r at h e p at o m a c ell li n e, M c A -R H 7 7 7 7 
c ells. M c A -R H 7 7 7 7 e x pr ess e n d o g e n o us r at M T P a n d A P O B a n d n at ur all y ass e m bl e 
A P O B -c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns . T h e y h a v e b e e n e xt e nsi v el y us e d t o st u d y li p o pr ot ei n 
ass e m bl y  [ 2 1 1-2 1 3] . T h e a nti b o di es us e d f or E LI S A ar e s p e cifi c f or h u m a n A P O B a n d 
d o n ot d et e ct r at A P O B. T h er ef or e, it is p ossi bl e t o utili z e t his li v er c ell li n e t o 
s p e cifi c all y m e as ur e t h e e x o g e n o usl y e x pr ess e d h u m a n A P O B c o nstr u cts wit h o ut 
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i nt erf er e n c e fr o m t h e e n d o g e n o us r at A P O B. Pl as mi ds e x pr essi n g t h e c hi m eri c A P O B 
c o nstr u cts w er e tr a nsf e ct e d i n M c A -R H 7 7 7 7 c ells. F ort y -ei g ht h o urs l at er, m e di a w er e  
c oll e ct e d fr o m t h e c ells aft er a n o v er ni g ht i n c u b ati o n wit h D M E M c o nt ai ni n g 2 0 % F B S, 
0. 4 m M ol ei c a ci d c o m pl e x e d t o 1. 5 % B S A. E LI S A w as us e d t o m e as ur e A P O B i n t h e 
m e di a.  
T o  m e as ur e i ntr a c ell ul ar A P O B, c ells w er e s cr a p e d i n P B S. A s m all a m o u nt of 
c ell l ys at e w as us e d t o m e as ur e t ot al pr ot ei n wit h t h e C o o m assi e Pl us Pr ot ei n A ss a y Kit 
( T h er m o S ci e ntifi c, # 2 3 2 3 6) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. T h e r est of t h e 
c ell l ys at e w as p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n a n d  r es us p e n d e d i n c ell e xtr a ct b uff er ( 1 0 0 m M 
Tris, p H 7. 4, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M E G T A, 1 m M E D T A, 1 % Trit o n, 0. 5 % s o di u m 
d e o x y c h ol at e), i n c u b at e d wit h r ot ati o n f or 1 h at 4o C  t o r el e as e c ell c o nt e nts, a n d 
c e ntrif u g e d at 1 6, 0 0 0 g  f or 5 mi n. T h e s u p er n at a nt w as us e d t o m e as ur e i ntr a c ell ul ar 
A P O B.  
 
I m m u n o pr e ci pit ati o n  
A P O B pl as mi d c o nstr u cts w er e tr a nsf e ct e d i n C os -7 c ells st a bl y -e x pr essi n g M T P -
F L A G a n d c ells e x pr essi n g m C h err y w er e h e at s h o c k e d as d es cri b e d f or t h e m e as ur e m e nt 
of m e di a A P O B. Aft er 3 6 h o urs, c ells w er e i n c u b at e d o v er ni g ht wit h D M E M c o nt ai ni n g 
1 0 % F B S a n d 0 . 4 m M ol ei c a ci d/ 1. 5 % B S A c o m pl e x es. M e di a fr o m t hr e e w ells w er e 
c o m bi n e d a n d i n c u b at e d wit h 2 µl of a nti -A P O B a nti b o d y ( A c a d e m y Bi o m e di c al 
C o m p a n y, I n c., # 2 0 S -G 2) at 4 o C f or 1 h o ur. N e xt, 4 0 µl of pr ot ei n A/ G P L U S -a g ar os e 
b e a ds ( S a nt a Cr u z, # s c -2 0 0 3) w er e a d d e d a n d r ot at e d f or 3 h o urs at 4 o C. T h e b e a ds w er e 
ri ns e d 3 X wit h P B S T. A p o B w as el ut e d wit h S D S-P A G E l o a di n g b uff er. 
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I m m u n o pr e ci pit a nts w er e r u n o n a 6 % S D S-P A G E g el a n d tr a nsf err e d t o nitr o c ell ul os e. 
M e m br a n es w er e bl o c k e d i n T B S T wit h 5 % mil k p o w d er  f or 1 h o ur a n d pr o b e d wit h a 
m o n o cl o n al a nti b o d y a g ai nst A P O B, 1 D 1 ( U ni v ersit y of Ott a w a H e art I nstit ut e), 
o v er ni g ht at 4 o C. N e xt, m e m br a n es w er e i n c u b at e d wit h g o at a nti -m o us e I g G Al e x a -fl u or 
6 3 3 ( Lif e T e c h n ol o gi es, # A 2 1 -0 5 2) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at u r e. B a n ds w er e 
vis u ali z e d wit h a p h os p h ori m a g er ( M ol e c ul ar Di a g n osti cs, St or m 8 6 0).  
 
D e nsit y gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n of li p o pr ot ei ns  
 A P O B pl as mi d c o nstr u cts w er e tr a nsf e ct e d i n C os -7 c ells st a bl y e x pr essi n g M T P 
F L A G or M c A -R H 7 7 7 7 c ells i n 6 w ell pl a t es. C ells e x pr essi n g a p o B 4 8-m c h err y w er e 
h e at s h o c k e d as d es cri b e d e arli er. C ells e x pr essi n g t h e f o ur A P O B e x pr essi o n c o nstr u cts 
w er e i n c u b at e d o v er ni g ht wit h D M E M c o nt ai ni n g 1 0 % F B S a n d 0. 4 m M ol ei c a ci d 
c o m pl e x e d wit h 1. 5 % B S A. F o ur w ells w er e c o m bi n e d f or d e nsit y d et er mi n ati o ns. F o ur 
mls of m e di a w er e br o u g ht u p t o 1. 3 4 g/ ml wit h s oli d K Br. N e xt, t h e m e di a w er e o v erl ai d 
wit h diff eri n g d e nsit y K Br s ol uti o ns i n t h e f oll o wi n g or d er: 2 mls of 1. 2 1 g/ ml, 2 mls of 
1. 1 5 g/ ml, 2 mls of 1. 0 6 3, 1 ml of 1. 0 1 9 g/ ml,  a n d 1 ml of 1. 0 0 6 g/ ml. M e di a fr o m M c A -
R H 7 7 7 7 w er e  a dj ust e d t o 1. 3 4 g/ ml d e nsit y wit h s oli d K Br a n d t h e n w er e o v erl ai d wit h 1 
ml of 1. 2 1 g/ ml, 1 ml of 1. 1 5 g/ ml, 2 mls of 1. 0 6 3, 2 mls of 1. 0 1 9 g/ ml, a n d 2 mls of 
1. 0 0 6 g/ ml. M e di a w as c e ntrif u g e d o v er ni g ht  ( S W 4 1 r ot or, 4 0, 0 0 0 r p m, 1 7 h, 1 5o C), a n d 1 
ml fr a cti o ns w er e c oll e ct e d fr o m t h e t o p. A P O B c o nt e nt w as m e as ur e d vi a E LI S A a n d 
t h e d e nsit y w as m e as ur e d wit h a r efr a ct o m et er i n e a c h fr a cti o n.  
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A P O B a n d M T P C ol o c aliz ati o n  
C os -7 c ells w er e pl at e d i n 1 0 c m 2  pl a t es ( 1, 0 0 0, 0 0 0 c ells p er pl at e) a n d gr o w n i n 
D M E M s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % F B S, p e ni cilli n, a n d L -gl ut a mi n e.  Aft er 1 8 h o urs, t h e y 
w er e tr a nsf e ct e d wit h 6 μ g of pl as mi d e x pr essi n g A P O B 4 8 -G F P usi n g T ur b of e ct 
( T h er m o S ci e ntifi c, # R 0 5 3 1; 2 µl T ur b of e ct p er 1 µ g D N A) a c c or di n g t o t h e 
m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Aft er 2 4 h o urs, t h e c ells w er e tr y psi ni z e d a n d pl at e d o n 
c o v ersli ps ( 7 0, 0 0 0 c ells/ w ell of a 1 2 w ell pl at e) a n d r e v ers e tr a nsf e ct e d wit h 1. 5 μ g of 
pl as mi d e x pr essi n g F L A G -t a g g e d W T [ 1 9 2, 2 0 7] or m ut a nt M T Ps. M ut a nt M T Ps w er e 
cr e at e d as d es cri b e d pr e vi o usl y  [ 2 1 4]. Aft er 4 8 h o urs, c ells w er e fi x e d i n 4 % 
p ar af or m al d e h y d e, ri ns e d, a n d c ells w er e bl o c k e d wit h P B S s u p pl e m e nt e d wit h 1 m M 
M g Cl 2 , 0. 5 m M C a Cl2 , 3 % B S A, 0. 1 % Trit o n, a n d 1 % h ors e s er u m f or o n e h o ur at ro o m 
t e m p er at ur e. T h e y w er e t h e n i n c u b at e d wit h a nti-F L A G a nti b o d y ( Si g m a, # F 1 8 0 4, 1: 2 0 0 
dil uti o n i n T B S T) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e. T h e G F P t a g o n t h e A P O B 4 8 -G F P c a n 
b e vis u ali z e d wit h o ut pr o bi n g f or A P O B. C ells w er e t h e n l a b el e d wit h d o n k e y a nti -r ab bit 
Al e x a Fl u or -5 9 4 (I n vitr o g e n, # A 2 1 2 0 7, 1: 2 5 0 dil uti o n) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e. 
T h e n u cl e us w as st ai n e d wit h D A PI ( 1: 5 0 0 0 dil uti o n i n P B S) f or 1 0 mi n ut es. C ells w er e 
ri ns e d i n P B S a n d m o u nt e d wit h V e ct as hi el d m o u nti n g m e di a ( V e ct or L a b or at ori es, # H-
1 0 0 0) t o pr e v e nt p h ot o bl e a c hi n g.  I m m u n ofl u or es c e n c e w as d et e ct e d wit h a n Ol y m p us 
C o nf o c al Mi cr os c o p e. Ei g ht a dj a c e nt fi el ds w er e c a pt ur e d f or e a c h W T a n d m ut a nt M T P. 
C ells e x pr essi n g A P O B -G F P, M T P ( or m ut a nts), b ot h A P O B -G F P a n d M T P ( or 
m ut a nts), a n d n eit h er pr ot ei n w er e m a n u all y c o u nt e d. Tr a nsf e cti o n effi ci e n c y w as 
d et er mi n e d b y ( # of c ells e x pr essi n g M T P, A P O B 4 8 -G F P, or b ot h fr o m all 8 fi el ds)/(t ot al 
# of c ells) * 1 0 0.  
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E x pr essi o n of A P O B 4 8 -m C h err y i n Z e br afis h  
 A P O B 4 8 -m c h err y ( 1 0 0 p g) or hs p 7 0l: m c h err y -r a b 5 c ( 1 0 0 p g) pl as mi ds [ 2 1 5] w er e  
i nj e ct e d i nt o z e br afis h e m br y os at t h e 1-c ell st a g e al o n g wit h m R N A e n c o di n g T ol 2 
tr a ns p os as e ( 1 0 0 p g) i n a v ol u m e of 2 n L. T r a ns g e ni c fis h st a bl y e x pr essi n g 
T g( a cti n 2: e G F P -R a b 7) w er e us e d  t o f a cilit at e vis u ali z ati o n of c ell ul ar ultr astr u ct ur e , as 
w e ll as s u b-c ell ul ar l o c ali z ati o n of l at e e n d os o m al c o m p art m e nts.  I nj e ct e d l ar v a e w er e 
h e at -s h o c k e d at 3 7 ° C f or 1 h o ur at 5 d pf  t o i n d u c e A P O B 4 8-m C h err y e x pr essi o n , a n d 
i m a g es w er e c a pt ur e d at  6 d pf wit h a n i n v ert e d L ei c a D MI 6 0 0 0 c o nf o c al mi cr os c o p e 
( S P 5) 1 7-2 0 h o urs aft er h e at s h o c k. Li v e a ni m als w er e m o u nt e d f or i m a gi n g as 
pr e vi o usl y d es cri b e d [ 21 6] . A t ot al of 1 3 l ar v a e fr o m 3 i n d e p e n d e nt cl ut c h es w er e i m a g e d 
aft er b ei n g i nj e ct e d wit h t h e A P O B 4 8 pl as mi d, a n d 1 1 l ar v a e w er e i m a g e d f oll o wi n g 
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C H A P T E R 3 –  L I P O G L O: A S E N S I T I V E A N D S P E C I F I C 
R E P O R T E R O F A T H E R O G E N I C L I P O P R O T E I N S  
 
J a m es H. T hi e r e r 1, 2 , St e p h e n C. E k k er3  a n d St e v e n A. F ar b er 1, 2  
 
1 C ar n e gi e I nstit uti o n f or S ci e n c e D e p art m e nt of E m br y ol o g y, B alti m or e, M D 2 1 2 1 8  
2 J o h ns H o p ki ns U ni v ersit y D e p art m e nt of Bi ol o g y, B alti m or e, M D 2 1 2 1 8  
3  M a y o Cli ni c  D e p art m e nt of Bi o c h e mistr y a n d M ol e c ul ar Bi ol o g y, R o c h est er, M N 
5 5 9 0 5  
 
T his c h a pt er is a d a pt e d fr o m a n arti cl e p u blis h e d i n N at ur e C o m m u ni c ati o ns  i n 
J ul y 2 0 1 9. I d esi g n e d, p erf or m e d, a n d q u a ntifi e d all e x p eri m e nts a n d wr ot e t h e 
m a n us cri pt, wit h g ui d a n c e a n d i n p ut fr o m t h e c o -a ut h ors.   
 
A b st r a ct  
 
A p oli p o pr ot ei n -B ( A p o B) is t h e str u ct ur al c o m p o n e nt of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, 
li pi d-ri c h p arti cl es t h at dri v e at h er os cl er osis b y a c c u m ul ati n g i n t h e v as c ul ar w all. As 
at h er os cl er oti c c ar di o v as c ul ar dis e as e is t h e l e a di n g c a us e of d e at h w orl d wi d e, t h er e is a n 
ur g e nt n e e d t o d e v el o p n e w str at e gi es t o pr e v e nt li p o pr ot ei ns fr o m c a usi n g v as c ul ar 
d a m a g e. H er e I r e p ort t h e Li p o Gl o s yst e m, w hi c h us es a l u cif er as e e n z y m e ( N a n o L u c) 
f us e d t o A p o B t o m o nit or s e v er al k e y d et er mi n a nts of li p o pr ot ei n at h er o g e ni cit y 
i n cl u di n g p arti cl e a b u n d a n c e, si z e, a n d l o c ali z ati o n. Usi n g Li p o Gl o, I w as a bl e t o  
p erf or m  c o m pr e h e nsi v e c h ar a ct eri z ati o n of  t h e li p o pr ot ei n pr ofil e of i n di vi d u al l ar v al 
z e br afis h a n d c oll e ct t h e first i m a g es of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n i n a n i nt a ct 
or g a nis m. I r e p ort m ulti pl e u n e x p e ct e d p att er ns of li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n o utsi d e of t h e 
v as c ul at ur e , as w ell as i d e ntif y P h os p h oli p as e A 2 gr o u p 1 2 B (  pl a 2 g 1 2 b ) as a p ot e nt 
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r e g ul at or of li p o pr ot ei n si z e. A p o B-f usi o n pr ot ei ns t h us r e pr es e nt a u ni q u el y s e nsiti v e a n d 
s p e cifi c a p pr o a c h t o st u d y at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns a n d t h eir g e n eti c a n d s m all m ol e c ul e 
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I nt r o d u cti o n  
 
A p o B -c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns ( A p o B -L Ps) ar e t h e eti ol o gi c al a g e nts of 
at h er os cl er oti c c ar di o v as c ul ar dis e as e [ 1 9], w hi c h is t h e l e a di n g c a us e of m ort alit y 
w orl d wi d e [ 2 1 7]. A p o B-L Ps s er v e t o s h uttl e li pi ds t hr o u g h o ut t h e cir c ul ati o n, b ut 
o c c asi o n all y cr oss t h e v as c ul ar e n d ot h eli u m t o f or m li pi d -ri c h d e p osits wit hi n t h e 
v as c ul ar w all . T h es e d e p osits c a n d e v el o p i nt o at h er os cl er oti c pl a q u es , s o s er u m l e v els of 
A p o B -L Ps ar e r o uti n el y m e as ur e d as a n i n di c at or of c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k  [ 1 9]. 
C h ar a ct eri z ati o n of s er u m A p o B -L Ps is r o uti n el y p erf or m e d usi n g ass a ys t o m e as ur e 
tri gl y c eri d e a n d c h ol est er ol l e v els, a n d i n di vi d u als wit h el e vat e d li pi d l e v els ar e 
c o nsi d er e d t o b e at hi g h ris k f or c ar di o v as c ul ar dis e as e a n d ar e pr es cri b e d li pi d -l o w eri n g 
t h er a pi es s u c h as st ati ns [ 2 1 8]. S u c h dr u gs eff e cti v el y r e d u c e c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k 
b y l o w eri n g t h e l e v els of c h ol est er ol c arri e d b y at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns ( oft e n c all e d 
“ b a d c h ol est er ol ”).  
I n dir e ct (li pi d-f o c us e d) m e as ur e m e nts, h o w e v er, pr o vi d e v er y li mit e d i nf or m ati o n 
o n s e v er al pr o p erti es of A p o B -L P s s u c h as p arti cl e c o n c e ntr ati o n or si z e distri b uti o n, 
b ot h of w hi c h ar e k e y d et er mi n a nts of at h er o g e ni c p ot e nti al. F or e x a m pl e, s er u m 
A p oli p o pr ot ei n -B ( A p o B) l e v els dir e ctl y r efl e ct t h e c o n c e ntr ati o n of A p o B -L P p arti cl es 
a n d s h o w a str o n g er c orr el ati o n wit h  c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k t h a n li pi d m etri cs 
(i n cl u di n g c h ol est er ol) [ 3 9, 2 1 9]. T h e si z e distri b uti o n of li p o pr ot ei n p arti cl es is als o 
r el e v a nt t o c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k, as t h er e ar e n u m er o us cl ass es of A p o B-L Ps t h at 
c a n b e diff er e nti at e d b y si z e a n d s h o w v ar yi n g d e gr e es of at h er o g e ni cit y [ 1 8]. L o w-
d e nsit y li p o pr ot ei ns ( L D L) ar e t h e s m all est a n d m ost a b u n d a nt cl ass o f A p o B-L Ps a n d ar e 
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t h o u g ht t o b e t h e pri m ar y dri v ers of at h er os cl er osis [ 1 9]. T h er e is als o si g nifi c a nt si z e 
v ari ati o n wit hi n t h e L D L p arti cl e cl ass, a n d s m all er L D L p arti c l es ar e ass o ci at e d wit h 
i n cr e as e d at h er o g e ni cit y [ 3 0]. F or e x a m pl e, a p pr o xi m at el y 2 5 % of t h e a d ult p o p ul ati o n 
p r o d u c es u n n at ur all y s m all L D L p arti cl es, a n d as a r es ult h a v e ~ 3-f ol d hi g h er ris k f or 
c ar di o v as c ul ar dis e as e [ 3 5]. T h e hi g h er at h er o g e ni c p ot e nti al of s m all d e ns e L D L 
p arti cl es (s d L D L) h as b e e n attri b ut e d t o a c o m bi n ati o n of t hr e e pr o p erti es [ 3 0], i n cl u di n g 
i n cr e as e d r at es of i nti m al i n v asi o n, r e d u c e d r e c e pt or-m e di at e d cl e ar a n c e, a n d i n cr e as e d 
s us c e pti bilit y t o o xi d ati o n.  
M a n y of t h e g e n eti c a n d e n vir o n m e nt al f a ct ors g o v er ni n g A p o B -L P si z e a n d 
a b u n d a n c e r e m ai n u n dis c o v er e d or p o orl y c h ar a ct eri z e d [ 6 5, 6 8, 2 2 0], a n d e v e n f e w er 
h a v e b e e n s u c c essf ull y t ar g et e d p h ar m a c e uti c all y [ 2 2 1-2 2 3] . It h as pr o v e n p arti c ul arl y 
diffi c ult t o i d e ntif y dr u gs t h at m o d ul at e A p o B -L P si z e a n d a b u n d a n c e b e c a us e t h e 
si m plifi e d m o d el s yst e ms  t y pi c all y us e d i n hi g h-t hr o u g h p ut dr u g s cr e e ni n g (s u c h as 
c ult ur e d c ells or i n v ert e br at e m o d els) d o n ot r e c a pit ul at e t h e c o m pl e x m ulti -or g a n 
p h ysi ol o g y r es p o nsi bl e f or A p o B -L P h o m e ost asis. W hil e li p o pr ot ei ns ar e st u di e d 
e xt e nsi v el y i n m a m m ali a n m o d els [ 2 2 4], t h es e s yst e ms ar e n ot c o n d u ci v e t o hi g h-
t hr o u g h p ut dr u g dis c o v er y. B y c o ntr ast, t h e l ar v al z e br afis h m o d el s yst e m h as pr o v e n t o 
b e a p o w erf ul s yst e m  f or i n vi v o dr u g dis c o v er y [ 2 2 5], as it r e c a pit ul at es all m aj or asp e cts 
of v ert e br at e p h ysi ol o g y i n a s m all, tr a ns p ar e nt, r a pi dl y d e v el o pi n g or g a nis m. H o w e v er, 
e xisti n g ass a ys ar e n ot s e nsiti v e e n o u g h t o c h ar a ct eri z e A p o B -L Ps i n i n di vi d u al l ar v al 
z e br afis h [ 8 1, 2 2 6, 2 2 7], as e a c h l ar v a e c o nt ai ns o nl y a f e w n a n olit ers of pl as m a.  
H er e I pr es e nt t h e Li p o Gl o r e p ort er as a r e m ar k a bl y s e nsiti v e a n d tr a ct a bl e n e w 
t o ol t o st u d y at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns. M o d er n g e n o m e e n gi n e eri n g t e c h ni q u es w er e us e d 
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t o f us e t h e e n d o g e n o us A p o B g e n e i n z e br afis h wit h a n e n gi n e er e d l u cif er as e r e p ort er 
( N a n o L u c), s u c h t h at e a c h at h er o g e ni c li p o pr ot ei n is t a g g e d wit h a li g ht-e mitti n g 
m ol e c ul e. N a n o L u c is a n o pti mi z e d l u cif er as e r e p ort er t h at g e n er at es a q u a ntit ati v e 
c h e mil u mi n es c e nt si g n al t hr o u g h cl e a v a g e of its s u bs tr at e m ol e c ul e, f uri m a zi n e [ 2 2 8]. 
T hi s r e p ort er is r e m ar k a bl y bri g ht ( ~ 1 0 0 ti m es bri g ht er t h a n fir efl y l u cif er as e), s m all 
( 1 9. 1 k D a), st a bl e, a n d pr o vi d es r o b ust si g n al t o n ois e r ati os t h at e n a bl e a c c ur at e 
d et e cti o n e v e n at f e mt o m ol ar c o n c e ntr ati o ns [ 2 2 8]. Usi n g t his r e p ort er, I w as a bl e t o 
d e v el o p s e v er al i n d e p e n d e nt ass a ys t o c h ar a ct eri z e disti n ct as p e cts of t h e A p o B -L P 
pr ofil e (s u m m ari z e d i n Fi g. 1 a). T h es e i n cl u d e a pl at e -b as e d ass a y t o m e as ur e li p o pr ot ei n 
q u a ntit y ( Li p o Gl o -C o u nti n g), a g el -b as e d ass a y t o m e as ur e li p o pr ot ei n si z e ( Li p o Gl o -
E l e ctr o p h or esis), a n d c h e mil u mi n es c e nt i m a gi n g t o vis u ali z e li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n 
( Li p o Gl o-Mi cr os c o p y).  
I als o p erf or m e d e xt e nsi v e v ali d ati o n of t h es e ass a ys i n vi v o b y s h o wi n g 
c o ns er v e d r es p o ns es t o g e n eti c, p h ar m a c ol o gi c al, a n d di et ar y m a ni p ul ati o ns i n li v e 
z e br afis h l ar v a e (s u m m ari z e d i n Fi g. 1 b). Fi n all y, I l e v er a g e d t h e dis c o v er y p ot e nti al of 
t h es e ass a ys t o i d e ntif y pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d ass o ci ati o ns b et w e e n A p o B -L Ps a n d 
t h e c e ntr al n er v o us s yst e m [ 2 2 9], as w ell as i d e ntif y t h e p o orl y c h ar a ct eri z e d g e n e 
pl a 2 g 1 2 b  [ 2 3 0] as a p ot e nt r e g ul at or of li p o pr ot ei n p arti cl e si z e t h at is c o ns er v e d a cr oss 
v ert e br at es.  
Li p o Gl o w as d e v el o p e d first i n l ar v al z e br afis h as t his or g a nis m is u ni q u el y w ell -
s uit e d f or hi g h -t hr o u g h p ut g e n eti c a n d s m all m ol e c ul e s cr e e ni n g, as w ell as w h ol e-
or g a nis m i m a gi n g. H o w e v er, Li p o Gl o r e pr es e nts a hi g hl y g e n er ali z a bl e t o ol t h at c a n b e 
e x p a n d e d t o f u n cti o n i n ess e nti all y a n y or g a nis m wit h at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, a n d 
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c ust o mi z e d wit h diff er e nt r e p ort ers d e p e n di n g o n t h e r es e ar c h q u esti o n. T his t e c h ni q u e 
h as t h e p ot e nti al t o tr a nsf or m o ur u n d erst a n di n g of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n bi ol o g y, 
w hi c h m a y h a v e i m p ort a nt cli ni c al r e p er c ussi o ns i n t h e tr e at m e nt of at h er os cl er oti c 
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R e s ult s  
 
T A L E N -m e di at e d g e n o m e e n gi n e eri n g e n a bl es cr e ati o n of t h e Li p o Gl o r e p ort er  
 A p o B is a n i d e al s c aff ol d f or cr e ati n g a r e p ort er of A p o B -L Ps. It is b ot h a n 
o bli g at e str u ct ur al c o m p o n e nt pr es e nt i n si n gl e c o p y o n e a c h li p o pr ot ei n p arti cl e [ 2 3 1], 
a n d is r a pi dl y d e gr a d e d w h e n n ot ass o ci at e d wit h a n A p o B -L P vi a e n d o pl as mi c -
r eti c ul u m-ass o ci at e d pr ot ei n d e gr a d ati o n ( E R A D) [ 2 3 2] ( Fi g. 1 b). I n m a m m als t h er e is a 
si n gl e A P O B  g e n e t h at c a n b e p ost -tr a ns cri pti o n all y e dit e d i nt o t w o is of or ms: t h e f ull-
l e n gt h A P O B -1 0 0  e x pr ess e d pri m aril y i n t h e li v er, a n d t h e tr u n c at e d A P O B -4 8  is of or m 
e x pr ess e d i n t h e i nt esti n e [ 1 2, 2 3 3]. Alt h o u g h t h e z e br afis h g e n o m e c o nt ai ns 3 p ar al o gs 
of A P O B , a si n gl e p ar al o g (a p o B b. 1 ) is t h e d o mi n a nt is of or m, a c c o u nti n g f or 
a p pr o xi m at el y 9 5 % of t h e A p o B  m R N A a n d pr ot ei n i n l ar v al z e br afis h [ 8 2]. K n o w n 
f u n cti o n al el e m e nts of A p o B ar e w ell c o ns er v e d i n z e br afis h, i n cl u di n g b ot h t h e 
mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n ( M T P) i nt er a cti n g [ 2 3 4] a n d L D L -r e c e pt or 
bi n di n g [ 2 3 5] d o m ai ns ( Fi g. 2 a). H o w e v er, t h e A P O B -4 8 e diti n g sit e r e q uir e d f or 
pr o d u cti o n of t h e tr u n c at e d (i nt esti n e -s p e cifi c) v ersi o n of A P O B [ 1 2] a p p e ars t o b e 
c o m pl et el y a bs e nt i n z e br afis h ( Fi g. 2 b). T h us, A p o B -L Ps i nt esti n e a n d li v er c a n b e 
si m ult a n e o usl y t a g g e d wit h a c ar b o x y -t er mi n al f usi o n t o A p o B b. 1 i n z e br afis h.  
T h e N a n o L u c c o di n g s e q u e n c e w as i ntr o d u c e d as a c ar b o x y -t er mi n al f usi o n t o t h e 
e n d o g e n o us A p o B b. 1 g e n e i n z e br afis h t hr o u g h h o m ol o g y dir e ct e d r e p air of a d o u bl e -
str a n d e d br e a k [ 2 3 6]. C a p p e d m R N A e n c o di n g a T A L E N p air t ar g eti n g t h e A p o B b. 1 st o p 
c o d o n w as c o -i nj e ct e d wit h a d o n or D N A c o nstr u ct t o i n d u c e h o m ol o g y-dir e ct e d r e p air. 
T h e d o n or c o nstr u ct c o nt ai ns t h e N a n o L u c c o di n g s e q u e n c e fl a n k e d o n eit h er si d e b y 
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Sit e A 
3 6 % i d e nti c al 
4 5 % si mil ar
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M otif a b s e ntA P O B E C m o ori n g sit e
a
b
g D N A
s e q u e n c e
R N A -s e q
r e a d s
C o v er a g e
g D N A s e q u e n c e
A mi n o a ci d s e q u e n c e
R N A -s e q r e a d s
c o v er a g e 2 4 % “ T”
2 3 C à T p ol y m or p hi s m s t ot al,
o nl y o n e of w hi c h i s i n c o d o n 
p o siti o n 1, b ut d o e s n ot 
i ntr o d u c e st o p c o d o n ( Pà S 
mi s s e n s e m ut ati o n)
S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1: 
C o ns er v ati o n of f u n cti o n al d o m ai ns i n t h e z e br afi s h A p o B b. 1 ort h ol o g of H u m a n A P O B. ( a) A P O B h as a p e nt a -p artit e d o m ai n 
str u ct ur e, wit h a n a mi n o -t er mi n al gl o b ul ar d o m ai n f oll o w e d b y a s eri es of b et a a n d al p h a d o m ai ns. C o nsist e nt wit h ot h er 
a p oli p o pr ot ei n s e q u e n c es, A P O B s h o ws r el ati v el y l o w s e q u e n c e c o ns er v ati o n b et w e e n s p e ci es at t h e a mi n o a ci d l e v el ( 2 5 % i d e nti c al , 
4 3 % si mil ar, gr e e n i n di c at es > 3 0 % i d e ntit y i n i d e ntit y pl ot). H o w e v er, s e q u e n c e c o ns er v ati o n is e nri c h e d i n k n o w n A p o B f u n cti o n al 
d o m ai ns. F or e x a m pl e, t h er e is cl e ar c o ns er v ati o n of a si g n al p e pti d e m otif at t h e a mi n o t er mi n us. T h e M T P -i nt er a cti n g d o m ai n s ho ws 
3 9 % i d e ntit y a n d 6 3 % si mil arit y, a n d t h e L D L -R i nt er a cti n g m otifs ar e als o w ell -c o ns er v e d. H o w e v er, t h e A p o B -4 8 e diti n g sit e a p p e ars 
c o m pl et el y a bs e nt, as z e br afis h a p o B b. 1 l a c ks t h e ess e nti al C 6 6 6 6 t h at is e dit e d t o f or m t h e pr e m at ur e st o p, as w ell as t h e A P O B E C 
m o ori n g sit e, a n d s h o ws o nl y mil d A T -ri c h n ess t h at h as b e e n s h o w n t o b e i m p ort a nt f or A P O B E C bi n di n g ( b) T o f urt h er e v al u at e 
w h et h er a p o B -e diti n g t a k es pl a c e i n z e br afis h, R N A r e a ds w er e m a p p e d b a c k t o t his g e n o mi c l o c us. P ost -tr a ns cri pti o n al Cà U e diti n g 
w o ul d a p p e ar as a C à T p ol y m or p his m i n t h e g e n o mi c s e q u e n c e. 2 3 i nst a n c es of C à T p ol y m or p his m w er e o bs er v e d, b ut t h e v ast 
m aj orit y ( 2 1) a p p e ar e d i n t h e w o b bl e p ositi o n ( p ositi o n 3) of t h e c o d o n as w o ul d b e e x p e ct e d f or tr u e p ol y m or p his ms (r at h er t h a n
p ost -tr a ns cri pti o n al R N A-e diti n g). Of t h e si n gl e i nst a n c e t h at o c c urr e d i n p ositi o n 1, t his di d n ot r es ult i n a pr e m at ur e st o p c o d o n, 
pr o vi di n g f urt h er s u p p ort f or t h e a bs e n c e of A P O B -e diti n g a cti vit y i n z e br afis h. 
Fi g u r e 2: C o n s e r v ati o n of f u n cti o n al d o m ai n s i n t h e z e b r afi s h A p o B b. 1 o rt h ol o g of H u m a n A P O B. 
( a) A P O B h a s a e nt a -p artit e d o m ai n str u c ur e, it h a n a mi n o -t er mi n al gl o b ul ar d o m ai n f oll o w e d b y a 
s eri e s of b et a a n d al p h a d o m ai n s. C o n si st e nt wit h ot h er a p oli p o pr ot ei n s e q u e n c e s, A P O B s h o w s 
r el ati v el y l o w s e q u e n c e c o n s er v ati o n b et w e e n s p e ci e s at t h e a mi n o a ci d l e v el ( 2 5 % i d e nti c al, 4 3 % si mil ar, 
gr e e n i n di c at e s > 3 0 % i d e ntit y i n i d e ntit y pl ot). H o w e v er, s e q u e n c e c o n s er v ati o n i s e nri c h e d i n k n o w n 
A p o B f u n cti o n al d o m ai n s. F or e x a m pl e, t h er e i s cl e ar c o n s er v ati o n of a si g n al p e pti d e m otif at t h e a mi n o 
t er mi n u s. T h e M T P-i nt er a cti n g d o m ai n s h o w s 3 9 % i d e ntit y a n d 6 3 % si mil arit y, a n d t h e L D L-R i nt er a cti n g 
m otif s ar e al s o w ell -c o n s er v e d. H o w e v er, t h e A p o B -4 8 e diti n g sit e a p p e ar s c o m pl et el y a b s e nt, a s 
z e br afi s h a p o B b. 1 l a c k s t h e e s s e nti al C 6 6 6 6 t h at i s e dit e d t o f or m t h e pr e m at ur e st o p, a s w ell a s t h e 
A P O B E C m o ori n g sit e, a n d s h o w s o nl y mil d A T -ri c h n e s s t h at h a s b e e n s h o w n t o b e i m p ort a nt f or 
A P O B E C bi n di n g ( b) T o  f u r t h e r  e v a l u a t e  w h e t h e r a p o B -e diti n g t a k e s pl a c e i n z e br afi s h, R N A r e a d s w er e 
m a p p e d b a c k t o t hi s g e n o mi c l o c u s. P o st -tr a n s cri pti o n al Cà U e diti n g w o ul d a p p e ar a s a C à T 
p ol y m or p hi s m i n t h e g e n o mi c s e q u e n c e. 2 3 i n st a n c e s of C à T p ol y m or p hi s m w er e o b s er v e d, b ut t h e v a st 
m aj orit y ( 2 1) a p p e ar e d i n t h e w o b bl e p o siti o n ( p o siti o n 3) of t h e c o d o n a s w o ul d b e e x p e ct e d f or tr u e 
p ol y m or p hi s m s (r at h er t h a n p o st -tr a n s cri pti o n al R N A-e diti n g). Of t h e si n gl e i n st a n c e t h at o c c urr e d i n 
p o siti o n 1, t hi s di d n ot r e s ult i n a pr e m at ur e st o p c o d o n, pr o vi di n g f urt h er s u p p ort f or t h e a b s e n c e of 
A P O B -e diti n g a cti vit y i n z e br afi s h. 
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s e v er al h u n dr e d b as e p airs of s e q u e n c e h o m ol o g o us t o t h e g e n o mi c s e q u e n c e u pstr e a m 
a n d d o w nstr e a m of t h e A p o B b. 1 st o p c o d o n ( Fi g. 3 a ). I nj e ct e d e m br y os w er e r ais e d t o 
a d ult h o o d a n d t h eir pr o g e n y  w er e s cr e e n e d f or N a n o L u c a cti vit y a n d s u bs e q u e ntl y f or 
err o r-fr e e i nt e gr ati o n at t h e t ar g et l o c us. T h e r es ulti n g t a g g e d li p o pr ot ei ns w er e q u a ntifi e d 
usi n g t h e N a n o -Gl o ass a y ( Pr o m e g a C or p., N 1 1 1 0), w hi c h l e d us t o n a m e t his s yst e m 
Li p o Gl o.  
Fis h h o m o z y g o us f or t h e Li p o Gl o r e p ort er ar e h e alt h y, f ertil e, a n d d o n ot dis pl a y 
a n y a b n or m al m or p h ol o gi c al or b e h a vi or al p h e n ot y p es. A d diti o n all y, l ar v a e h o m o z y g o us 
f or t h e Li p o Gl o r e p ort er s h o w a t w o-f ol d i n cr e as e i n Li p o Gl o si g n al r el ati v e t o t h eir 
h et er o z y g o us si bli n gs ( Fi g. 3 c ). D e n at uri n g p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esis ( S D S -
P A G E) f oll o w e d b y l a b eli n g wit h s p e cifi c A p o B a n d N a n o L u c a nti b o di es r e v e al a si n gl e 
hi g h m ol e c ul ar -w ei g ht b a n d ( > 2 5 0 k D a) t h at c orr es p o n ds wit h t h e e x p e ct e d mi gr ati o n 
p att er n of a n A p o B -N a n o L u c f usi o n pr ot ei n. D e gr a d ati o n pr o d u cts a n d/ or fr e e N a n o L u c 
pr ot ei n wit h l o w er m ol e c ul ar w ei g hts w er e u n d et e ct a bl e ( Fi g. 3 d). T o g et h er, t h es e d at a 
i n di c at e t h at t h e Li p o Gl o r e p ort er si g n al is dir e ctl y pr o p orti o n al t o A p o B l e v els. 
 
Li p o Gl o -C o u nti n g r e v e als c h a n g es i n A p o B -L P a b u n d a n c e  
 T h e Li p o Gl o -C o u nti n g m et h o d us es a 9 6 -w ell pl at e b as e d ass a y t o d et e ct 
N a n o L u c a cti vit y a n d q u a ntif y A p o B -L P a b u n d a n c e. S e v er al g e n eti c, p h ar m a c ol o gi c al, 
a n d di et ar y m a ni p ul ati o ns w er e p erf or m e d t o v ali d at e t h at c a n o ni c al as p e cts of 
li p o pr ot ei n h o m e ost asis ar e c o ns er v e d i n z e br afis h ( Fi g. 1 b). I n di vi d u al l ar v a e c arr yi n g 
t h e Li p o Gl o r e p ort er w er e h o m o g e ni z e d i n a st a n d ar d v ol u m e of A p o B-L P st a bili z ati o n 
b uff er ( 1 0 0 µ L) usi n g eit h er a p ell et p estl e f or l o w t hr o u g h p ut s a m pl e pr o c essi n g ( Fis h er 
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S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 2: 
I ntr o d u cti o n of a n i n-fr a m e N a n o L u c f usi o n r e p ort er at t h e e n d o g e n o us a p o B b. 1 l o c us. ( a) A BsrI r estri cti o n sit e o v erl a ps 
p arti all y wit h t h e a p o B b. 1 st o p c o d o n. T w o i n d e p e n d e nt p airs of T A L E Ns w er e d esi g n e d as s h o w n, a n d ( b) t est e d f or c utti n g 
effi ci e n c y w hi c h w as q u a ntifi e d as a l oss of s us c e pti bilit y t o BsrI di g est. T A L E N p air 2 s h o w e d si g nifi c a ntl y hi g h er c utti n g 
effi ci e n c y, a n d w as s el e ct e d f or c o -i nj e cti o n wit h t h e D N A d o n or c o nstr u ct ( D F = 3, n = 2 4, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’s H S D  
p <. 0 0 0 1). ( c) A n i n cr oss of a d ult fis h h et er oz y g o us f or t h e Li p o Gl o r e p ort er r e v e al e d t h e e x p e ct e d m e n d eli a n r ati o of offs pri n g, 
a n d s h o w e d t h at h o m oz y g o us c arri ers pr o d u c e a p pr o xi m at el y t wi c e t h e si g n al i nt e nsit y as h et er oz y g ot es ( 1. 2 E 7 ± 1. 3 E 6 vs 
6. 5 E 6 ± 7. 3 E 5) ( D F = 2, n ≈ 1 6, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’s H S D  p <. 0 0 0 1). ( d) S D S -P A G E d e m o nstr ati n g t h at t h e N a n o L u c r e p ort er 
r e m ai ns att a c h e d t o A p o B. P urifi e d h al o-t a g g e d N a n o L u c pr ot ei n ( Nl u c-H T, ~ 5 4 k D a) p ur c h as e d fr o m Pr o m e g a w as us e d t o 
i n di c at e t h e a p pr o xi m at e mi gr ati o n of fr e e N a n o L u c pr ot ei n, a n d DiI-L D L w as us e d t o m ar k t h e mi gr ati o n of A P O B. Pr ot ei n w as 
e xtr a ct e d fr o m wil d -t y p e l ar v a e as w ell as t h os e h o m oz y g o us f or t h e N a n o L u c r e p ort er, s e p ar at e d b y S D S -P A G E, a n d t h e 
r es ulti n g bl ot w as pr o b e d si m ult a n e o usl y f or N a n o L u c ( R e d) a n d H u m a n A P O B ( Gr e e n). N a n o L u c is e x cl usi v el y d et e ct a bl e i n a 
hi g h -m ol e c ul ar w ei g ht b a n d ( > 2 5 0 k D a, bl a c k arr o w h e a d), c orr es p o n di n g t o t h e mi gr ati o n of A p o B. N ot e t h at t h e a nti -A p o B 
a nti b o d y d o es n ot r e c o g niz e z e br afis h A p o B. 
Fi g u r e 3: I ntr o d u cti o n of a n i n -fr a m e N a n o L u c f u si o n r e p o rt e r at t h e e n d o g e n o u s a p o B b. 1 l o c u s. ( a) A 
B srI r e stri cti o n sit e o v erl a p s p arti all y wit h t h e a p o B b. 1 st o p c o d o n. T w o i n d e p e n d e nt p air s of T A L E N s w er e 
d e si g n e d a s s h o w n, a n d ( b) t e st e d f or c utti n g effi ci e n c y w hi c h w a s q u a ntifi e d a s a l o s s of s u s c e pti bilit y t o B srI 
di g e st. T A L E N p air 2 s h o w e d si g nifi c a ntl y hi g h er c utti n g effi ci e n c y, a n d w a s s el e ct e d f or c o -i nj e cti o n wit h t h e 
D N A d o n or c o n str u ct ( D F = 3, n = 2 4, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’ s H S D  p <. 0 0 0 1). ( c) A n i n cr o s s of a d ult fi s h 
h et er o z y g o u s f or t h e Li p o Gl o r e p ort er r e v e al e d t h e e x p e ct e d m e n d eli a n r ati o of off s pri n g, a n d s h o w e d t h at 
h o m o z y g o u s c arri er s pr o d u c e a p pr o xi m at el y t wi c e t h e si g n al i nt e n sit y a s h et er o z y g ot e s ( 1. 2 E 7 ± 1. 3 E 6 v s 
6. 5 E 6 ± 7. 3 E 5) ( D F = 2, n ≈ 1 6, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’ s H S D  p <. 0 0 0 1). ( d) S D S -P A G E d e m o n str ati n g t h at 
t h e N a n o L u c r e p ort er r e m ai n s att a c h e d t o A p o B. P urifi e d h al o-t a g g e d N a n o L u c pr ot ei n ( Nl u c-H T, ~ 5 4 k D a) 
p ur c h a s e d fr o m Pr o m e g a w a s u s e d t o i n di c at e t h e a p pr o xi m at e mi gr ati o n of fr e e N a n o L u c pr ot ei n, a n d DiI -
L D L w a s u s e d t o m ar k t h e mi gr ati o n of A P O B. Pr ot ei n w a s e xtr a ct e d fr o m wil d -t y p e l ar v a e a s w ell a s t h o s e 
h o m o z y g o u s f or t h e N a n o L u c r e p ort er, s e p ar at e d b y S D S -P A G E, a n d t h e r e s ulti n g bl ot w a s pr o b e d 
si m ult a n e o u sl y f or N a n o L u c ( R e d) a n d H u m a n A P O B ( Gr e e n). N a n o L u c i s e x cl u si v el y d et e ct a bl e i n a hi g h -
m ol e c ul ar w ei g ht b a n d ( > 2 5 0 k D a, bl a c k arr o w h e a d), c orr e s p o n di n g t o t h e mi gr ati o n of A p o B. N ot e t h at t h e 
a nti -A p o B a nti b o d y d o e s n ot r e c o g ni z e z e br afi s h A p o B. 
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s ci e ntifi c, 1 2 -1 4 1 -3 6 3), or a mi cr o pl at e h or n s o ni c at or f or pr o c essi n g of 9 6 s a m pl es 
si m ult a n e o usl y i n pl at e f or m at ( Q S o ni c a, 4 3 1 M P X). T h e A p o B -L P st a bili z ati o n b uff er 
c o nt ai ns pr ot e as e i n hi bit ors, p H b uff ers, a n d cr y o pr ot e ct a nt t o e ns ur e s a m pl e st a bilit y 
d uri n g pr o c essi n g a n d st or a g e. A p orti o n of t h e h o m o g e n at e ( 4 0 µ L) w as mi x e d wit h a n 
e q u al v ol u m e of N a n o -Gl o ass a y b uff er a n d q u a ntifi e d i n a pl at e r e a d er. T h e r e m ai ni n g 
h o m o g e n at e w as eit h er st or e d fr o z e n f or l at er us e, or us e d f or a d diti o n al ass a ys ( Fi g. 1 a).  
 A p o B -L P l e v els w er e m e as ur e d t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt fr o m 1 –  6 d a ys p ost -
f ertili z ati o n ( d pf) usi n g z e br afis h c arr yi n g t h e Li p o Gl o r e p ort er i n t h e wil d-t y p e ( W T) 
g e n eti c b a c k gr o u n d ( Fi g. 4 a). D uri n g t his wi n d o w of d e v el o p m e nt, e m br y os ar e i n t h e 
l e cit h otr o p hi c ( y ol k-m et a b oli zi n g) st a g e [ 1 5 1]. All n utri e nts r e q uir e d f or d e v el o p m e nt ar e 
pr o vi d e d b y t h e m at er n all y d e p osit e d y ol k, u ntil t h e y ol k b e c o m es d e pl et e d b et w e e n 5 
a n d 6 d pf a n d t h e l ar v a e b e gi n t o r el y o n e x o g e n o us f o o d. Y ol k li pi d is p a c k a g e d i nt o 
A p o B -L Ps b y t h e y ol k s y n c yti al l a y er ( Y S L), a s p e ci ali z e d e m br y o ni c or g a n t h at 
e x pr ess es m a n y g e n es i n v ol v e d i n A p o B -L P pr o d u cti o n i n cl u di n g A p o B b. 1  [ 8 2]. 
A c c or di n gl y, A p o B -L P l e v els ar e q uit e l o w e arl y i n d e v el o p m e nt, b ut i n cr e as e b et w e e n 1 
–  3 d pf as m or e y ol k li pi d is p a c k a g e d i nt o A p o B -L Ps ( Fi g. 4 a). As t h e l ar v a e ar e n ot 
pr o vi d e d wit h f o o d, A p o B -L P l e v els dr o p l at er i n d e v el o p m e nt as r at es of li p o pr ot ei n 
m et a b olis m a n d t ur n o v er e x c e e d r at es of pr o d u cti o n f oll o wi n g y ol k d e pl eti o n.  
Li p o Gl o r e p ort er fis h w er e t h e n cr oss e d wit h fis h h ar b ori n g m ut ati o ns i n ess e nti al 
c o m p o n e nts of t h e A p o B -L P pr o d u cti o n a n d br e a k d o w n p at h w a ys. Mi cr os o m al 
Tri gl y c eri d e Tr a nsf er Pr ot ei n ( Mt p) is r es p o nsi bl e f or l o a di n g n as c e nt A p o B wit h li pi d t o 
f or m A p o B-L Ps [ 2 3 7], a n d A p oli p o pr ot ei n-C 2 ( A p o C 2) is a c of a ct or f or li p o pr o t ei n 
li p ol ysis [ 1 4] ( o utli n e d i n Fi g. 1 b). As e x p e ct e d, mt p -/- m ut a nts [ 4 9] e x hi bit pr of o u n d 
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Fi g ur e 2: 
Li p o Gl o -C o u nti n g r e v e al s c o ns er v e d A p o B -L P r es p o ns es t o g e n eti c, di et ar y, a n d p h ar m a c ol o gi c al sti m uli. ( a) Li p o Gl o si g n al 
t hr o u g h o ut W T l ar v al z e br afis h d e v el o p m e nt ( 1 – 6 d pf). Ti m e p oi nts d esi g n at e d wit h diff er e nt l ett ers ar e st atisti c all y 
si g nifi c a ntl y diff er e nt ( D F = 5, n = 2 4, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’s H S D  p <. 0 0 0 1). ( b) C o m p aris o n of Li p o Gl o si g n al b et w e e n mt p -/ -
m ut a nts ( d ef e cti v e i n li p o pr ot ei n s y nt h esis) a n d mt p + / - si bli n gs d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt ( D F = 1 1, n ≈ 1 6, T w o -w a y r o b ust 
A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or g e n ot y p e a n d st a g e, G a m es -H o w ell p <. 0 0 1). ( c) C o m p aris o n of Li p o Gl o si g n al b et w e e n a p o C 2 -/ - m ut a nts 
( d ef e cti v e i n li p o pr ot ei n br e a k d o w n) a n d a p o C 2 + / - si bli n gs d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt ( D F = 1 1, n ≈ 1 2, T w o -w a y r o b ust A N O V A 
p < 0. 0 0 0 1 f or g e n ot y p e a n d st a g e, G a m es -H o w ell p <. 0 0 0 1). ( d) Eff e ct of l o mit a pi d e ( 1 0 µ M, Mt p i n hi bit or) o n Li p o Gl o si g n al ( 3 –
5 d pf) ( D F = 1 1, n = 3 0, T w o -w a y r o b ust A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or tr e at m e nt a n d ti m e, G a m es -H o w ell p <. 0 0 0 1). ( e) Li p o Gl o l e v els 
w er e m e as ur e d o v er ti m e t hr o u g h o ut a f ast, r e -f e e d, a n d c h as e p eri o d. L ar v a e w er e f e d a st a n d ar d di et a d li bit u m fr o m 5 t o 1 0 
d pf, a n d t h e n w er e d e pri v e d of f o o d f or 4 8 h o urs (f ast p eri o d). L ar v a e w er e t h e n f e d a hi g h -f at ( 5 % e g g y ol k) di et f or 6 h o urs, 
a n d t his m e al w as c h as e d f or 7 2 h o urs st arti n g at t h e o ns et of f e e di n g ( 4 8 -1 2 0 h o urs) ( D F = 1 0, n = 3 0, W el c h’s A N O V A p < 0. 0 0 0 1, 
G a m es -H o w ell p <. 0 0 0 1). R es ults r e pr es e nt p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts, “ n ” d e n ot es n u m b er of s a m pl es 
p er d at a p oi nt. 
Fi g u r e 4: Li p o Gl o -C o u nti n g r e v e al s c o n s e r v e d A p o B -L P r e s p o n s e s t o g e n eti c, di et a r y, 
a n d p h a r m a c ol o gi c al sti m uli. ( a) Li p o Gl o si g n al t hr o u g h o ut W T l ar v al z e br afi s h d e v el o p m e nt 
( 1 – 6 d pf). Ti m e p oi nt s d e si g n at e d wit h diff er e nt l ett er s ar e st ati sti c all y si g nifi c a ntl y diff er e nt 
( D F = 5, n = 2 4, A N O V A p < 0. 0 0 0 1, T u k e y’ s H S D  p <. 0 0 0 1). ( b) C o m p ari s o n of Li p o Gl o si g n al 
b et w e e n mt p -/- m ut a nt s ( d ef e cti v e i n li p o pr ot ei n s y nt h e si s) a n d mt p +/ - si bli n g s d uri n g l ar v al 
d e v el o p m e nt ( D F = 1 1, n ≈ 1 6, T w o -w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or g e n ot y p e a n d st a g e, G a m e s -
H o w ell p <. 0 0 1). ( c) C o m p a i s o n of Li p o Gl  si g n al b et w e n a p o C 2 -/- m ut a nt s ( d ef e cti v e i n 
li p o pr ot ei n br e a k d o w n) a n d a p o C 2 +/ - si bli n g s d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt ( D F = 1 1, n ≈ 1 2, T w o -w a y 
r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or g e n ot y p e a n d st a g e, G a m e s-H o w ell p <. 0 0 0 1). ( d) Eff e ct of 
l o mit a pi d e ( 1 0 µ M, Mt p i n hi bit or) o n Li p o Gl o si g n al ( 3 – 5 d pf) ( D F = 1 1, n = 3 0, T w o -w a y r o b u st 
A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or tr e at m e nt a n d ti m e, G a m e s -H o w ell p <. 0 0 0 1). ( e) Li p o Gl o l e v el s w er e 
m e a s ur e d o v er ti m e t hr o u g h o ut a f a st, r e -f e e d, a n d c h a s e p eri o d. L ar v a e w er e f e d a st a n d ar d 
di et a d li bit u m fr o m 5 t o 1 0 d pf, a n d t h e n w er e d e pri v e d of f o o d f or 4 8 h o ur s (f a st p eri o d). 
L ar v a e w er e t h e n f e d a hi g h -f at ( 5 % e g g y ol k) di et f or 6 h o ur s, a n d t hi s m e al w a s c h a s e d f or 7 2 
h o ur s st arti n g at t h e o n s et of f e e di n g ( 4 8 -1 2 0 h o ur s) ( D F = 1 0, n = 3 0, W el c h’ s A N O V A p < 0. 0 0 0 1, 
G a m e s -H o w ell p <. 0 0 0 1). R e s ult s r e pr e s e nt p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s, 
“ n” d e n ot e s n u m b er of s a m pl e s p er d at a p oi nt. 
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d ef e cts i n A p o B -L P pr o d u cti o n d et e ct a bl e fr o m t h e e arli est st a g es of d e v el o p m e nt ( Fi g. 
4 b). B y c o ntr ast, a p o C 2 -/- m ut a nts [ 2 2 6] pr o d u c e li p o pr ot ei ns n or m all y b ut s h o w 
si g nifi c a ntl y r e d u c e d l e v els of p arti cl e br e a k d o w n a n d t ur n o v er c o m p ar e d t o si bli n g 
c o ntr ols ( Fi g. 4 c).   
T o pr o b e t h e eff e cts of tr a nsi e nt Mt p i n hi biti o n o n l ar v al li p o pr ot ei n h o m e ost asis, 
l ar v a e w er e e x p os e d t o l o mit a pi d e. L o mit a pi d e is a p h ar m a c e uti c al i n hi bit or of Mt p us e d 
t o tr e at fa mili al h y p er c h ol est er ol e mi a i n h u m a ns [ 2 3 8]. L ar v a e w er e tr e at e d wit h 1 0 µ M 
l o mit a pi d e or v e hi cl e c o ntr ol f or 4 8 h ( 3-5 d pf), a n d tr e at e d l ar v a e s h o w e d a m or e r a pi d 
d e cli n e i n N a n o L u c l e v els t h a n v e hi cl e -tr e at e d c o ntr ols. T his o bs er v ati o n is c o nsist e nt 
wit h l o mit a pi d e i n hi biti n g A p o B -L P pr o d u cti o n a n d l e a di n g t o a n a c c el er at e d d e cli n e of 
A p o B -N a n o L u c l e v els ( Fi g. 4 d).  
T o t est t h e eff e ct of f o o d i nt a k e o n A p o B -L P l e v els, l ar v a e w er e s u bj e ct e d t o a f asti n g a n d 
r e-f e e di n g e x p eri m e nt al p ar a di g m. L ar v a e w er e f e d a st a n d ar d di et ( G e m m a 7 5, S kr etti n g 
U S A) f or 5 d a ys (fr o m 5 -1 0 d pf) t o a d a pt t o f o o d i nt a k e a n d r e a c h a p h ysi ol o gi c all y 
r el e v a nt b as eli n e l e v el of A p o B-L Ps. F oll o wi n g t h e i niti al f e e di n g p eri o d, l ar v a e w er e 
f ast e d f or 4 8 h (s a m pl e d e v er y 1 2 h), r e-f e d wit h a hi g h-f at m e al of 5 % e g g-y ol k [ 1 1 4], 
a n d s a m pl e d at v ari o us ti m e p oi nts aft er t h e m e al (t h e c h as e p eri o d). A p o B -N a n o L u c 
l e v els w er e st a bl e f or t h e first 1 2 h of t h e f ast, b ut d e cli n e d r a pi dl y f or t h e d ur ati o n of t h e 
f asti n g p eri o d ( Fi g. 4 e, 0 -4 8 h). F oll o wi n g t h e hi g h f at m e al  ( 6 h of f e e di n g fr o m ti m e 
p oi nt 4 8 h t o ti m e p oi nt 5 4 h), t h er e w as a n i m m e di at e i n cr e as e i n A p o B -N a n o L u c l e v els 
( Fi g. 4 e, 4 8 -1 2 0 hrs). A p o B -N a n o L u c l e v els di d n ot r e c o v er t o t h eir pr e -f ast e d st at e 
f oll o wi n g t h e hi g h-f at m e al, b ut r at h er r e m ai n e d at a n i nt er m e di at e l e v el f or a pr ol o n g e d 
p eri o d (t h e d ur ati o n of t h e c h as e p eri o d, 7 2 h).  
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D et er mi n ati o n of li p o pr ot ei n siz e distri b uti o n usi n g Li p o Gl o -El e ctr o p h or esis  
 T h er e ar e n u m er o us cl ass es of A p o B -L Ps, m a n y of w hi c h c a n b e diff er e nti at e d 
b as e d o n p arti cl e si z e [ 5]. N ati v e p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esis ( N ati v e-P A G E) h as 
pr e vi o usl y b e e n us e d t o s e p ar at e A p o B -L Ps b as e d o n si z e, b ut r e q uir es a r el ati v el y l ar g e 
v ol u m e of pl as m a ( 2 5 µ L) t h at h as b e e n pr e -st ai n e d wit h li p o p hili c d y es [ 2 3 9]. T h e 
Li p o Gl o -El e ctr o p h or esis m et h o d s u bj e cts cr u d e l ar v al h o m o g e n at e ( c o nt ai ni n g o nl y 
n a n olit ers of pl as m a) t o N ati v e -P A G E t o s e p ar at e li p o pr ot ei ns, f oll o w e d b y a n i n -g el 
N a n o L u c ass a y t o d et e ct t a g g e d li p o pr ot ei ns. T o a n al y z e t h e A p o B -L P si z e distri b uti o n 
o v er d e v el o p m e nt a n d i n r es p o ns e  t o g e n eti c, p h ar m a c ol o gi c al, a n d di et ar y 
m a ni p ul ati o ns, r e pr es e nt ati v e fr o z e n ali q u ots of l ar v al h o m o g e n at e fr o m a gi v e n 
c o n diti o n w er e t h a w e d o n i c e. A p orti o n of t h e t h a w e d h o m o g e n at e ( 1 2 µ L) w as mi x e d 
wit h 5 x l o a di n g d y e ( 3 µ L) a n d s e p ar at e d vi a N ati v e -P A G E ( 3 % g el f or 2 7 5 Volt -h). 
F oll o wi n g s e p ar ati o n, t h e gl ass fr o nt pl at e w as r e m o v e d t o e x p os e t h e g el s urf a c e, a n d 1 
m L of T B E c o nt ai ni n g N a n o -Gl o s u bstr at e s ol uti o n ( 2 µ L) w as a d d e d t o t h e pl at e a n d 
s pr e a d e v e nl y usi n g a t hi n pl asti c fil m. T h e g el w as t h e n i m a g e d usi n g t h e O d yss e y F c 
c h e mil u mi n es c e nt d et e cti o n s yst e m ( LI -C O R Bi os ci e n c es). T o g et h er, t his pr ot o c ol is 
r ef err e d t o as Li p o Gl o el e ctr o p h or esis.  
S m all er li p o pr ot ei ns ar e e x p e ct e d t o mi gr at e f urt h er i nt o t h e g el, a n d l ar g er 
li p o pr ot ei ns t o s h o w c o n c o mit a ntl y l ess m o bilit y ( Fi g. 5 a). F oll o wi n g el e ctr o p h or eti c 
s e p ar ati o n, A p o B -L Ps c a n b e di vi d e d i nt o f o ur diff er e nt cl ass es b as e d o n t h eir mi gr ati o n 
dist a n c e. A p o B -L Ps t h at r e m ai n wit hi n t h e l o a di n g w ell ar e cl assifi e d as t h e “ z er o 
m o bilit y ” ( Z M) fr a c ti o n, w hi c h m a y i n cl u d e c h yl o mi cr o ns [ 2 4 0], r e m n a nts, a g gr e g at es 
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S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 4: 
Si d e -b y -si d e a n al ysi s of Li p o Gl o -El e ctr o p h or esi s a n d Mi cr os c o p y r es ults fr o m m ut a nt g e n ot y p es. ( a) Pl ots of el e ctr o p h or esis 
a n d ( b) mi cr os c o p y d at a r e p ort e d i n t h e m ai n t e xt gr o u p e d b y s u b cl ass r at h er t h a n b y g e n ot y p e a n d s h o wi n g st a n d ar d 
d e vi ati o ns. 
Fi g u r e 7: Si d e -b y -si d e a n al y si s of Li p o Gl o -El e ctr o p h o r e si s a n d Mi c r o s c o p y r e s ult s fr o m 
m ut a nt g e n ot y p e s. ( a) Pl ot s of el e ctr o p h or e si s a n d ( b) mi cr o s c o p y d at a r e p ort e d i n t h e m ai n 
t e xt gr o u p e d b y s u b cl a s s r at h er t h a n b y g e n ot y p e a n d s h o wi n g st a n d ar d d e vi ati o n s. 
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t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt ( Fi g. 5 c,f). P h ar m a c ol o gi c al tr e at m e nt wit h a p ot e nt M T P 
i n hi bit or ( L o mit a pi d e) eff e cti v el y bl o c ks t h e pr o d u cti o n of n e w V L D L p articl es ( Fi g. 
5 d, g), l e a di n g t o t h e a c c u m ul ati o n of li p ol y z e d s p e ci es s u c h as I D L a n d L D L.  
 C o nsist e nt wit h t h e m a m m ali a n lit er at ur e, t h er e is si g nifi c a nt d e pl eti o n of V L D L 
a n d e nri c h m e nt of L D L f oll o wi n g a 4 8 h f ast, as V L D L pr o d u cti o n is d e p e n d e nt o n 
n utri e nt a v ail a bilit y. A r o b ust p ost pr a n di al r es p o ns e w as als o o bs er v e d i n t h e distri b uti o n 
of A p o B -L P s u b cl ass es of l ar v al z e br afis h. A hi g h li pi d m e al ( e g g y ol k e m ulsi o n) 
pr o d u c es a si g nifi c a nt i n cr e as e i n t h e Z M b a n d, a n d pr o gr essi v e d e pl eti o n of L D L ( Fi g. 
5 e, h).  
 
El e ctr o p h or eti c m o bilit y c orr el at es w ell wit h li p o pr ot ei n d e nsit y a n d siz e  
 El e ctr o p h or eti c m o bilit y i n N ati v e -P A G E is a f u n cti o n of b ot h si z e a n d c h ar g e, s o 
it is i m p ort a nt t o e v al u at e w h et h er diff er e n c es i n mi gr ati o n tr ul y r efl e ct diff er e nt si z es or 
if t h e y ar e t h e r es ult of diff er e nti all y c h ar g e d li p o pr ot ei ns. D e nsit y gr a di e nt 
ultr a c e ntrif u g ati o n  ( D G U C) is t h e g ol d st a n d ar d f or dis c er ni n g diff er e nt s u b cl ass es of 
A p o B -L Ps, as l ar g er li p o pr ot ei n cl ass es ar e m or e b u o y a nt r es ulti n g fr o m t h eir l ar g e l i pi d 
c or e. T o e v al u at e c o n c or d a n c e b et w e e n D G U C a n d t h e Li p o Gl o ass a ys, I d e v el o p e d a 
D G U C pr ot o c ol ( b as e d o n t h e m et h o d d es cri b e d b y Ye e et al., [ 2 4 3]) t o s e p ar at e p o ol e d 
l ar v al h o m o g e n at e i nt o d e nsit y fr a cti o ns. I t h e n s u bj e ct e d fr a cti o ns t o (i) Li p o Gl o 
el e ctr o p h or esis t o c h ar a ct eri z e t h eir el e ctr o p h or eti c m o bilit y, (ii) a pl at e r e a d ass a y t o 
q u a ntif y A p o B -N a n o L u c l e v els, a n d (iii) n e g ati v e -st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y t o 
vis u ali z e p arti cl e si z e dir e ctl y [ 2 4 4] ( Fi g. 8 ). I m p ort a ntl y, d e ns er fr a cti o ns s h o w e d hi g h er 
el e ctr o p h or eti c m o bilit y a n d s m all er p arti cl e si z es a cr oss all g e n ot y p es, d e m o nstr ati n g 
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Fi g ur e 4:
C o n c or d a n c e b et w e e n Li p o Gl o el e ctr o p h or esi s a n d cl assi c al A p o B -L P siz e c h ar a ct eriz ati o n t e c h ni q u es. D G U C w as p erf or m e d 
o n p o ol e d l ar v al h o m o g e n at e ( 4 d pf) fr o m W T, mt p -/ -, a n d a p o C 2 -/ -, a n d s e p ar at e d i nt o 1 0 e q u al fr a cti o ns of a p pr o xi m at el y 5 0 0 
µ L e a c h b y dri p -el uti o n ( d e ns e b ott o m fr a cti o ns el ut e d first). ( a) Fr a cti o ns 2 -1 0 w er e s u bj e ct e d t o N ati v e -P A G E, a n d d e ns er 
fr a cti o ns s h o w e d hi g h er el e ctr o p h or eti c m o bilit y. S o m e fr a cti o ns s h o w a f ai nt l o w er m o bilit y b a n d (i n di c at e d at ri g ht b y w hit e 
arr o w h e a d), p ossi bl y i n di c ati v e of li p o pr ot ei n di m eriz ati o n. ( b) A pl at e -b as e d ass a ys of N a n o L u c a cti vit y r e v e al e d t h e e x p e ct e d 
e nri c h m e nt of V L D L i n a p o C 2 -/ - m ut a nts, a n d e nri c h m e nt of L D L i n mt p -/ - m ut a nts ( c o nfir mi n g r es ults r e p ort e d i n Fi g. 3 b). ( c) A 
r efr a ct o m et er ( B a us c h a n d L o m b) w as us e d t o d et er mi n e t h e r efr a cti v e i n d e x of e a c h fr a cti o n a n d d e nsit y w as c al c ul at e d vi a 
t h e f or m ul a D = 3. 3 5 0 8 x RI - 3. 4 6 7 5. D G U C s h o w e d hi g hl y r e pr o d u ci bl e d e nsit y pr ofil es b et w e e n r e pli c at es a n d g e n ot y p es. ( d) 
T h e d e nsit y of W T fr a cti o ns 4 – 9 w as pl ott e d as a f u n cti o n of p e a k el e ctr o p h or eti c m o bilit y f or t h at fr a cti o n, a n d t h e s e c o n d 
or d er p ol y n o mi al f u n cti o n ( y = 0. 0 7 9 6 x 2 - 0. 1 8 8 6 x + 1. 1 3 6) w as a bl e t o r e pr es e nt t his r el ati o ns hi p wit h r e m ar k a bl e a c c ur a c y ( R² 
= 0. 9 7 7 3 7) i n di c ati n g t h at el e ctr o p h or eti c m o bilit y is a us ef ul pr o x y f or li p o pr ot ei n d e nsit y. ( e) Fr a cti o ns 4, 7, a n d 1 0 w er e 
s u bj e ct e d t o n e g ati v e -st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y t o dir e ctl y vis u aliz e t h e siz e of p arti cl es i n e a c h fr a cti o n. I n t h e wil d t y p e 
s a m pl es, t h e a v er a g e p arti cl e di a m et er w as 2 4. 7 ± 5. 6, 2 9. 0 ± 4. 1, a n d 3 4. 9 ± 4. 7 n m f or fr a cti o ns 4, 7, a n d 1 0 r es p e cti v el y. T h er e 
w as n o si g nifi c a nt diff er e n c e i n p arti cl e siz e b et w e e n fr a cti o n 4 of t h e wil d -t y p e a n d mt p -/ - m ut a nt s a m pl es ( a v er a g e di a m et er 
of 2 3. 2 ± 6. 6 n m). P arti cl es w er e n e arl y u n d et e ct a bl e i n fr a cti o ns 7 a n d 1 0 i n t h e mt p -/ - m ut a nt s a m pl e s o p arti cl e di a m et er 
s h o ws e n or m o us v ari a bilit y. A p o B -L Ps i n e a c h a p o c C 2 -/ - m ut a nt fr a cti o n w er e si g nifi c a ntl y l ar g er t h a n all W T fr a cti o ns, wit h 
di a m et ers of 3 9. 0 ± 8. 0, 4 0. 9 ± 7. 2, a n d 3 9. 1 ± 5. 9 n m r es p e cti v el y ( D F = 8, n ≈ 1 7 0, W el c h’s A N O V A p < 0. 0 0 0 1, G a m es -H o w ell 
p <. 0 0 0 1). (f) R e pr es e nt ati v e i m a g es of li p o pr ot ei ns fr o m t h e t hr e e wil d -t y p e fr a cti o ns ar e s h o w n. ( g) T h e s e c o n d -or d er 
p ol y n o mi al f u n cti o n y = 1 0. 8 2 x 2 - 4 4. 5 5 1 x + 7 0. 1 2 5 a p pr o xi m at e d t h e r el ati o ns hi p b et w e e n el e ctr o p h or eti c m o bilit y a n d 
d e nsit y i n wil d -t y p e s a m pl es wit h r e as o n a bl e a c c ur a c y ( R² = 0. 7 9 9 7 8). R es ults r e pr es e nt p o ol e d d at a fr o m f o ur i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nts. 
Fi g u r e 8: C o n c o r d a n c e b et w e e n Li p o Gl o el e ctr o p h o r e si s a n d cl a s si c al A p o B -L P si z e 
c h a r a ct e ri z ati o n t e c h ni q u e s. D G U C w a s p erf or m e d o n p o ol e d l ar v al h o m o g e n at e ( 4 d pf) fr o m W T, mt p -/-, 
a n d a p o C 2 -/-, a n d s e p ar at e d i nt o 1 0 e q u al fr a cti o n s of a p pr o xi m at el y 5 0 0 µ L a c h b y dri p -el uti o n ( d e n s e
b ott o m fr a cti o n s el ut e d fir st). ( a) Fr a cti o n s 2 -1 0 w er e s u bj e ct e d t o N ati v e -P A G E, a n d d e n s er fr a cti o n s 
s h o w e d hi g h er el e ctr o p h or eti c m o bilit y. S o m e fr a ct n s s h o w a f ai nt l o w er m o bilit y b a n d (i n di c at e d at ri g ht 
b y w hit e arr o w h e a d), p o s si bl y i n di c ati v e of li p o pr ot ei n di m eri z ati o n. ( b) A pl at e -b a s e d a s s a y s of N a n o L u c 
a cti vit y r e v e al e d t h e e x p e ct e d e nri c h m e nt of V L D L i n a p o C 2 -/- m ut a nt s, a n d e nri c h m e nt of L D L i n mt p -/-
m ut a nt s ( c o nfir mi n g r e s ult s r e p ort e d i n Fi g. 3 b). ( c) A r efr a ct o m et er ( B a u s c h a n d L o m b) w a s u s e d t o 
d et er mi n e t h e r efr a cti v e i n d e x of e a c h fr a cti o n a n d d e n sit y w a s c al c ul at e d vi a t h e f or m ul a D = 3. 3 5 0 8 x RI -
3. 4 6 7 5. D G U C s h o w e d hi g hl y r e pr o d u ci bl e d e n sit y pr ofil e s b et w e e n r e pli c at e s a n d g e n ot y p e s. ( d) T h e 
d e n sit y of W T fr a cti o n s 4 – 9 w a s pl ott e d a s a f u n cti o n of p e a k el e ctr o p h or eti c m o bilit y f or t h at fr a cti o n, a n d 
t h e s e c o n d or d er p ol y n o mi al f u n cti o n ( y = 0. 0 7 9 6 x 2 - 0. 1 8 8 6 x + 1. 1 3 6) w a s a bl e t o r e pr e s e nt t hi s 
r el ati o n s hi p wit h r e m ar k a bl e a c c ur a c y ( R² = 0. 9 7 7 3 7) i n di c ati n g t h at el e ctr o p h or eti c m o bilit y i s a u s ef ul 
pr o x y f or li p o pr ot ei n d e n sit y. ( e) Fr a cti o n s 4, 7, a n d 1 0 w er e s u bj e ct e d t o n e g ati v e -st ai ni n g el e ctr o n 
mi cr o s c o p y t o dir e ctl y vi s u ali z e t h e si z e of p arti cl e s i n e a c h fr a cti o n. I n t h e wil d t y p e s a m pl e s, t h e a v er a g e 
p arti cl e di a m et er w a s 2 4. 7 ± 5. 6, 2 9. 0 ± 4. 1, a n d 3 4. 9 ± 4. 7 n m f or fr a cti o n s 4, 7, a n d 1 0 r e s p e cti v el y. T h er e w a s 
n o si g nifi c a nt diff er e n c e i n p arti cl e si z e b et w e e n fr a cti o n 4 of t h e wil d -t y p e a n d mt p -/- m ut a nt s a m pl e s 
( a v er a g e di a m et er of 2 3. 2 ± 6. 6 n m). P arti cl e s w er e n e arl y u n d et e ct a bl e i n fr a cti o n s 7 a n d 1 0 i n t h e mt p -/-
m ut a nt s a m pl e s o p arti cl e di a m et er s h o w s e n or m o u s v ari a bilit y. A p o B -L P s i n e a c h a p o c C 2 -/- m ut a nt fr a cti o n 
w er e si g nifi c a ntl y l ar g er t h a n all W T fr a cti o n s, wit h di a m et er s of 3 9. 0 ± 8. 0, 4 0. 9 ± 7. 2, a n d 3 9. 1 ± 5. 9 n m 
r e s p e cti v el y ( D F = 8, n ≈ 1 7 0, W el c h’ s A N O V A p < 0. 0 0 0 1, G a m e s-H o w ell p <. 0 0 0 1). (f) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s 
of li p o pr ot ei n s fr o m t h e t hr e e wil d -t y p e fr a cti o n s ar e s h o w n. ( g) T h e s e c o n d -or d er p ol y n o mi al f u n cti o n y = 
1 0. 8 2 x 2 - 4 4. 5 5 1 x + 7 0. 1 2 5 a p pr o xi m at e d t h e r el ati o n s hi p b et w e e n el e ctr o p h or eti c m o bilit y a n d d e n sit y i n 
wil d -t y p e s a m pl e s wit h r e a s o n a bl e a c c ur a c y ( R² = 0. 7 9 9 7 8). R e s ult s r e pr e s e nt p o ol e d d at a fr o m f o ur 
i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s. 
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t h at el e ctr o p h or eti c m o bilit y is a r eli a bl e m et h o d f or diff er e nti ati n g A p o B-L P cl ass es a n d 
c a n b e us e d as a pr o x y t o esti m at e p arti cl e si z e a n d d e nsit y.  
 
Li p o Gl o -Mi cr os c o p y r e v e als t h e distri b uti o n of A p o B -L Ps t hr o u g h o ut a n i nt a ct 
or g a nis m  
 T h e tr a ns p ar e n c y of l ar v al z e br afis h off ers t h e u ni q u e o p p ort u nit y t o p erf or m 
w h ol e -m o u nt i m a gi n g, w hi c h h as e n a bl e d us t o c h ar a ct eri z e c h a n g es i n A p o B -L P 
l o c ali z ati o n thr o u g h o ut a n i nt a ct or g a nis m. T h e s a m e d e v el o p m e nt al, g e n eti c, di et ar y, a n d 
p h ar m a c ol o gi c al m a ni p ul ati o ns d es cri b e d a b o v e ( Fi gs. 4 -5 ) w er e p erf or m e d, b ut r at h er 
t h a n b ei n g h o m o g e ni z e d, l ar v a e w er e fi x e d i n 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A) f or 3 h at 
r o o m t e m p er atur e, w as h e d i n P B S -t w e e n, a n d m o u nt e d i n l o w-m elt a g ar os e [ 2 4 5] 
s u p pl e m e nt e d wit h N a n o -Gl o s u bstr at e s ol uti o n. M o u nt e d l ar v a e w er e i m a g e d i n a d ar k 
r o o m o n a Z eiss A xi o z o o m V 1 6 e q ui p p e d wit h a Z eiss A xi o C a m M R m s et t o c oll e ct a 
si n gl e bri g htfi el d e x p os ur e f oll o w e d b y m ulti pl e e x p os ur es wit h n o ill u mi n ati o n 
( c h e mil u mi n es c e nt i m a gi n g).  
 T h e diff er e n c es b et w e e n W T, mt p -/-, a n d a p o C 2 -/- m ut a nts w er e m ost a p p ar e nt at 6 
d pf ( Fi g. 9 a). At t his st a g e, t h e y ol k is d e pl et e d a n d l ar v a e ar e i n a f ast e d st at e as n o 
e x o g e n o us f o o d h as b e e n pr o vi d e d. I n W T l ar v a e, si g n al is q uit e l o w t hr o u g h o ut t h e 
b o d y, b ut is cl e arl y visi bl e i n t h e li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es (li v er a n d i nt esti n e). I 
o bs er v e d a pr e vi o usl y u n d es cri b e d ass o ci ati o n of A p o B wit h t h e s pi n al c or d ( Fi g. 9 b, a n d 
Fi g. 1 0 ) as e vi d e n c e d b y c ol o c ali z ati o n wit h t h e c e ntr al-n er v o us s yst e m m ar k er 
T g( Xl a. T u b b 2: m A p pl e -C A A X ). T his r e p ort er us es th e t u b uli n b et a -2 pr o m ot er fr o m X. 
l a e vis t o dri v e a m e m br a n e-t ar g et e d m A p pl e fl u or o p h or e s p e cifi c all y i n t h e C N S. A 
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Fi g ur e 5: 
W h ol e -m o u nt i m a gi n g of A p o B -L P l o c aliz ati o n usi n g Li p o Gl o c h e mil u mi n es c e nt mi cr os c o p y. ( a) R e pr es e nt ati v e i m a g es of 
A p o B -L P l o c aliz ati o n p att er ns fr o m a n al ysis of 1 5 l ar v a e p er g e n ot y p e fr o m W T, mt p -/ -, a n d a p o C 2 -/ - g e n ot y p es ( 6 d pf). T h e 
w hit e arr o w a n d arr o w h e a d m ar k t h e l ar v al i nt esti n e a n d li v er r es p e cti v el y. ( b) Li p o Gl o si g n al c ol o c aliz es wit h t h e c e ntr al 
n er v o us s yst e m m ar k er T g (Xl a . T u b b 2-m A p pl e -C A A X) , q u a ntifi c ati o n i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. ( c) Li p o Gl o si g n al l o c aliz e d t o 
s u br e gi o ns of t h e C N S . ( d-f) R e pr es e nt ati v e i m a g es a n d ( g-i) q u a ntifi c ati o n of A p o B -L P l o c aliz ati o n a cr oss d e v el o p m e nt al, 
g e n eti c, p h ar m a c ol o gi c al, a n d di et ar y m a ni p ul ati o ns. ( g) Si g n al l o c aliz ati o n at e a c h d a y of l ar v al d e v el o p m e nt i n W T ( D F = 5, 
n = 1 5, W el c h’s A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or e a c h r e gi o n o v er ti m e), mt p -/ - ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o-w a y r o b ust A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all 
r e gi o ns, G a m es-H o w ell p < 0. 0 0 1), a n d a p o C 2 -/ - ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o-w a y r o b ust A N O V A w as n ot si g nifi c a nt f or a n y r e gi o n) g e n eti c 
b a c k gr o u n ds. ( h) Si g n al l o c aliz ati o n fr o m 3 -5 d pf i n l ar v a e tr e at e d wit h 1 0 µ M l o mit a pi d e or v e hi cl e c o ntr ol ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o-
w a y r o b ust A N O V A p < 0. 0 0 1 f or h e a d a n d vis c er a, G a m es -H o w ell p <. 0 0 0 1 ). (i) S u b cl ass a b u n d a n c e fr o m 1 0 -1 5 d pf i n l ar v a e 
s u bj e ct e d t o a f asti n g a n d r e -f e e di n g p ar a di g m. T h e first br a c k et d eli n e at es c h a n g es r el ati v e t o ti m e 0 (t h e o ns et of t h e f asti ng 
p eri o d), a n d t h e s e c o n d br a c k et d eli n e at es c h a n g es r el ati v e t o ti m e p oi nt 4 8 (t h e o ns et of t h e r e -f e e di n g p eri o d) ( D F = 1 0, n = 1 5, 
W el c h’s A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or e a c h r e gi o n, G a m es -H o w ell p <. 0 0 5). S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4 dis pl a ys st a n d ar d d e vi ati o ns f or 
p a n els g -i. R es ults r e pr es e nt p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts, “ n ” d e n ot es n u m b er of s a m pl es p er d at a p oi nt. 
B o d y r e gi o ns w er e d efi n e d as o utli n e d i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. S c al e b ars = 5 0 0 µ m.
Fi g u r e 9: W h ol e -m o u nt i m a gi n g of A p o B -L P l o c ali z ati o n u si n g Li p o Gl o c h e mil u mi n e s c e nt 
mi c r o s c o p y. ( a) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s of A p o B -L P l o c ali z ati o n p att er n s fr o m a n al y si s of 1 5 l ar v a e p er 
g e n ot y p e fr o m W T, mt p -/-, a n d a p o C 2 -/- g e n ot y p e s ( 6 d pf). T h e w hit e arr o w a n d arr o w h e a d m ar k t h e l ar v al 
i nt e sti n e a n d li v er r e s p e cti v el y. ( b) Li p o Gl o si g n al c ol o c ali z e s wit h t h e c e ntr al er v o u s s y st e m m ar k er 
T g( Xl a . T u b b 2-m A p pl e -C A A X) , q u a ntifi c ati o n i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. ( c) Li p o Gl o si g n al l o c ali z e d t o 
s u br e gi o n s of t h e C N S. ( d-f) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s a n d ( g-i) q u a ntifi c ati o n of A p o B -L P l o c ali z ati o n 
a cr o s s d e v el o p m e nt al, g e n eti c, p h ar m a c ol o gi c al, a n d di et ar y m a ni p ul ati o n s. ( g) Si g n al l o c ali z ati o n at 
e a c h d a y of l ar v al d e v el o p m e nt i n W T ( D F = 5, n = 1 5, W el c h’ s A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or e a c h r e gi o n o v er ti m e), 
mt p -/- ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o-w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all r e gi o n s, G a m e s -H o w ell < 0. 0 0 1), a n d 
a p o C 2 -/- ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o-w a y r o b u st A N O V A w a s n ot si g nifi c a nt f or a n y r e gi o n) g e n eti c b a c k gr o u n d s. 
( h) Si g n al l o c ali z ati o n fr o m 3 -5 d pf i n l ar v a e tr e at e d wit h 1 0 µ M l o mit a pi d e or v e hi cl e c o ntr ol ( D F = 1 1, 
n = 1 5, T w o -w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 1 f or h e a d a n d vi s c er a, G a m e s -H o w ell p <. 0 0 0 1 ). (i) S u b cl a s s 
a b u n d a n c e fr o m 1 0 -1 5 d pf i n l ar v a e s u bj e ct e d t o a f a sti n g a n d r e -f e e di n g p ar a di g m. T h e fir st br a c k et 
d eli n e at e s c h a n g e s r el ati v e t o ti m e 0 (t h e o n s et of t h e f a sti n g p eri o d), a n d t h e s e c o n d br a c k et d eli n e at e s 
c h a n g e s r el ati v e t o ti m e p oi nt 4 8 (t h e o n s et of t h e r e -f e e di n g p eri o d) ( D F = 1 0, n = 1 5, W el c h’ s A N O V A 
p < 0. 0 0 0 1 f or e a c h r e gi o n, G a m e s -H o w ell p <. 0 0 5). S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4 di s pl a y s st a n d ar d d e vi ati o n s 
f or p a n el s g-i. R e s ult s r e pr e s e nt p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s, “ n” d e n ot e s n u m b er of 
s a m pl e s p er d at a p oi nt. B o d y r e gi o n s w er e d efi n e d a s o utli n e d i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. S c al e b ar s = 
5 0 0 µ m.
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d ors al vi e w r e v e al e d e nri c h m e nt of N a n o L u c si g n al i n p arti c ul ar br ai n r e gi o ns ( Fi g. 9 c), 
w hi c h I h y p ot h esi z e c orr es p o n ds t o t h e br ai n v e nt ri cl e. I n mt p -/- m ut a nts, A p o B is v er y 
l o w o utsi d e of t h e li p o pr ot ei n-pr o d u ci n g tiss u es, c o nsist e nt wit h d ef e cts i n l o a di n g A p o B 
wit h li pi d t o f or m a s e cr eti o n -c o m p et e nt A p o B -L P. A p o C 2 -/- m ut a nts s h o w r e m ar k a bl y 
hi g h si g n al t hr o u g h o ut t h e b o d y, c o nsist e nt wit h t h eir i n a bilit y t o pr o c ess a n d t ur n o v er 
li p o pr ot ei ns ( Fi g. 9 a).  
 I m a g es w er e q u a ntifi e d b y cr e ati n g s e p ar at e r e gi o ns of i nt er est f or t h e vis c er a, 
tr u n k, a n d h e a d r e gi o ns a n d c o m p ari n g t h e r el ati v e l e v els of N a n o L u c si g n al i n e a c h of 
t h es e ar e as. D urin g d e v el o p m e nt, si g n al w as i niti all y hi g hl y e nri c h e d i n t h e vis c er al 
r e gi o n, w hi c h c o nt ai ns t h e y ol k a n d Y S L, a n d t h e n gr a d u all y i n cr e as e d i n t h e tr u n k a n d 
h e a d r e gi o ns ( Fi g. 9 d, g). T his is c o nsist e nt wit h t h e v e ct or al tr a ns p ort of li pi d fr o m t h e 
Y S L t o t h e cir c ul at or y s yst e m a n d p eri p h er al tiss u es. T h e distri b uti o n of A p o B b et w e e n 
t h es e t hr e e r e gi o ns w as n ot si g nifi c a ntl y c h a n g e d i n a p o C 2 -/- m ut a nts, w h er e as mt p -/- 
m ut a nts s h o w e d e nri c h m e nt i n t h e vis c er a a n d d e pl eti o n i n t h e p eri p h er al tiss u es at all 
ti m e p oi nts ( Fi g. 9 d, g). R es ults w er e als o gr o u p e d b y r e gi o n t o f a cilit at e c o m p aris o n of 
e a c h cl ass b et w e e n g e n ot y p es ( Fi g. 7).  
 
DiI -l a b ell e d L D L c o nfir ms t h e l o c aliz ati o n p att er ns o bs er v e d wit h Li p o Gl o-Mi cr os c o p y  
 A p o B -L Ps h a v e pri m aril y b e e n st u di e d f or t h eir r ol es i n t h e cir c ul at or y s yst e m, 
w h er e t h e y tr a ns p ort li pi d b et w e e n tiss u es a n d als o c o ntri b ut e t o t h e pr o gr essi o n of 
at h er os cl er osis. H o w e v er, Li p o Gl o -Mi cr os c o p y e x p eri m e nts r e v e al e d t w o hi g hl y 
u n e x p e ct e d p att er ns of li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n. Firstl y, f ast e d l ar v a e r et ai n hi g h l e v els of 
A p o B -L Ps ass o ci at e d wit h t h e c e ntr al n er v o us s yst e m. S e c o n dl y, a hi g h l e v el of A p o B -
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L Ps a p p e ars i n a c h e vr o n p att er n al o n g t h e tr u n k of z e br afis h l ar v a e, w hi c h c orr es p o n d t o 
t h e m y os e pt a (t h e t e n di n o us tiss u e c o n n e ctin g b o d y s e g m e nts) a n d i nt ers e g m e nt al 
l y m p h ati cs [ 2 4 6, 2 4 7]. T o v ali d at e t h at t his l o c ali zati o n p att er n w as n ot a n artif a ct 
r es ulti n g fr o m t h e i ntr o d u cti o n of t h e N a n o L u c r e p ort er, I d e v el o p e d t w o ort h o g o n al 
a p pr o a c h es t o m o nit or t h e l o c ali z ati o n of A p o B -L Ps i n z e br afis h l ar v a e usi n g a 
fl u or es c e nt  li p o p hili c d y e ( DiI).  
 DiI h as fr e q u e ntl y b e e n us e d t o l a b el li p o pr ot ei n p arti cl es, as its s p e ctr al 
pr o p erti es c h a n g e dr a m ati c all y w h e n it is i n c or p or at e d i nt o a p h os p h oli pi d m o n ol a y er, 
t h us r e d u ci n g b a c k gr o u n d fl u or es c e n c e fr o m u ni n c or p or at e d d y e. As a m e a ns of 
vis u ali zi n g L D L l o c ali z ati o n i n vi v o, c o m m er ci all y a v ail a bl e h u m a n DiI -L D L w as 
i nj e ct e d i nt o t h e z e br afis h bl o o dstr e a m at 2 d pf a n d t h e n i m a g e d at v ari o us ti m e p oi nts 
t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt ( Fi g. 1 0c). I m m e di at el y f oll o wi n g i nj e cti o n ( 2 d pf), bri g ht DiI 
fl u or es c e n c e w as re a dil y d et e ct a bl e t hr o u g h o ut t h e v as c ul ar s yst e m, w hi c h is p arti c ul arl y 
cl e ar i n t h e t ail v as c ul at ur e i n cl u di n g t h e c a u d al art er y ( C A), c a u d al v ai n pl e x us ( C V P), 
a n d t h e i nt ers e g m e nt al v ess els (I S V). H o w e v er, i m a gi n g at l at er ti m e p oi nts ( 4 a n d 6 d pf) 
r e v eal e d si g nifi c a nt a c c u m ul ati o n i n m y os e pt a ( M S)  a n d t h e s pi n al c or d ( S C), cl os el y 
mirr ori n g t h e l o c ali z ati o n p att er n o bs er v e d i n Li p o Gl o mi cr os c o p y. H o w e v er, i n c o ntr ast 
t o t h e Li p o Gl o mi cr os c o p y e x p eri m e nts, si g nifi c a nt si g n al a c c u m ul at e d i n bri g ht p u n ct a 
i n t h e v e ntr al p ost eri or of t h e tr u n k, w hi c h m ost li k el y c orr es p o n ds t o m a cr o p h a g es i n t h e 
c a u d al h e m at o p oi eti c tiss u e ( C H T). T his r es ult i n di c at es t h at h u m a n DiI -L D L m a y b e 
i m m u n o g e ni c, eit h er b e c a us e n ot d eri v e d fr o m z e br afis h or it h as b e c o m e o xi di z e d or 
a g gr e g at e d d uri n g st or a g e.  
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D e v el o p m e nt al st a g e
S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 5: 
Li p o Gl o mi cr os c o p y r e v e al s A p o B -L P 
l o c aliz ati o n. ( a) T hr e e i n d e p e n d e nt cl ut c h es of 
l ar v a e c arr yi n g b ot h t h e C N S m ar k er T g (Xl a . 
T u b b 2 -m A p pl e -C A A X) a n d A p o B -N a n o L u c 
f usi o n w er e fi x e d a n d i m a g e d at 4, 5, a n d 6 
d pf as d es cri b e d i n d et ail e d m et h o ds. A 
2 0 x 1 0 0 pi x el r e gi o n of i nt er est ( R OI) w as 
dr a w n c e nt er e d ar o u n d t h e s pi n al c or d 
( m ar k e d b y m A p pl e ) j ust dist al t o t h e 
i nt esti n e. T h e m A p pl e a n d A p o B -N a n o L u c 
c h a n n els ar e dis pl a y e d s e p ar at el y b el o w 
(r e pr es e nt ati v e of 1 5 i m a g es p er ti m e p oi nt). 
( b) Q u a ntifi c ati o n of t h e si g n al i nt e nsit y i n 
s pi n al c or d ( C N S) v ers us p eri p h er al r e gi o ns 
r e v e al e d a gr a d u al e nri c h m e nt of si g n al i n t h e 
C N S r el ati v e t o t h e p eri p h er y fr o m 4 -6 d pf 
( D F = 2, n = 1 5, W el c h’s A N O V A p < 0. 0 0 0 1, 
G a m es -H o w ell p <. 0 1). ( c) S c h e m ati c a n d 
r es ults of i nj e cti o n of DiI-l a b el e d h u m a n L D L 
i nt o t h e c o m m o n c ar di n al v ei n of z e br afis h 
l ar v a e. I m m e di at el y f oll o wi n g i nj e cti o n o n 2 
d pf, si g n al is pri m aril y d et e ct a bl e i n bl o o d 
v ess els s u c h as t h e c a u d al art er y ( C A), c a u d al 
v ei n pl e x us ( C V P), a n d i nt ers e g m e nt al v ess els 
(I S V). L at er i n d e v el o p m e nt ( 4-6 d pf) si g n al is 
pri m aril y l o c aliz e d t o e xtr a v as c ul ar tiss u es 
s u c h as t h e m y os e pt a ( M S), s pi n al c or d ( S C) 
a n d p u n ct a i n t h e c a u d al h e m at o p oi eti c tiss u e 
( C H T) t h at li k el y c orr es p o n d t o m a cr o p h a g es 
( n = 6). ( d) W h e n DiI -L D L is i nj e ct e d i nt o t h e 
y ol k, si g n al is u n d et e ct a bl e i n t h e v as c ul at ur e 
of e arl y -st a g e l ar v a e, b ut i n ~ 5 0 % of c as es ( 3 
o ut of 6) will b e d et e ct e d i n b ot h v as c ul ar a n d 
e xtr a v as c ul ar tiss u es of l at er -st a g e l ar v a e 
( n = 6). ( e) A s ol uti o n of DiI i nj e ct e d i nt o t h e 
l ar v al y ol k l e a ds t o a st ai ni n g p att er n t h at 
cl os el y mirr ors Li p o Gl o -mi cr os c o p y 
e x p eri m e nts, i n di c ati n g t h at it st ai ns 
e n d o g e n o us li p o pr ot ei ns pr o d u c e d i n t h e Y S L 
( N = 1 5). R es ults r e pr es e nt p o ol e d d at a fr o m 
t hr e e i n d e p e n d e nt cl ut c h es, “ n ” d e n ot es t ot al 
n u m b er of s a m pl es p er d at a p oi nt. S c al e b ars 
= 5 0 0 µ m.
Fi g u r e 1 0: Li p o Gl o mi c r o s c o p y r e v e al s A p o B -L P l o c ali z ati o n. ( a) T hr e e i n d e p e n d e nt cl ut c h e s of 
l ar v a e c arr yi n g b ot h t h e C N S m ar k er T g( Xl a . T u b b 2-m A p pl e -C A A X) a n d A p o B -N a n o L u c f u si o n w er e fi x e d 
a n d i m a g e d at 4, 5, a n d 6 d pf a s d e s cri b e d i n d et ail e d m et h o d s. A 2 0 x 1 0 0 pi x el r e gi o n of i nt er e st ( R OI) 
w a s dr a w n c e nt er e d ar o u n d t h e s pi n al c or d ( m ar k e d b y m A p pl e) j u st di st al t o t h e i nt e sti n e. T h e m A p pl e 
a n d A p o B -N a n o L u c c h a n n el s ar e di s pl a y e d s e p ar at el y b el o w (r e pr e s e nt ati v e of 1 5 i m a g e s p er ti m e 
p oi nt). ( b) Q u a ntifi c ati o n of t h e si g n al i nt e n sit y i n s pi n al c or d ( C N S) v er s u s p eri p h er al r e gi o n s r e v e al e d a 
gr a d u al e nri c h m e nt of si g n al i n t h e C N S r el ati v e t o t h e p eri p h er y fr o m 4 -6 d pf ( D F = 2, n = 1 5, W el c h’ s 
A N O V A p < 0. 0 0 0 1, G a m e s -H o w ell p <. 0 1). ( c) S c h e m ati c a n d r e s ult s of i nj e cti o n of DiI -l a b el e d h u m a n 
L D L i nt o t h e c o m m o n c ar di n al v ei n of z e br afi s h l ar v a e. I m m e di at el y f oll o wi n g i nj e cti o n o n 2 d pf, si g n al i s 
pri m aril y d et e ct a bl e i n bl o o d v e s s el s s u c h a s t h e c a u d al art er y ( C A), c a u d al v ei n pl e x u s ( C V P), a n d 
i nt er s e g m e nt al v e s s el s (I S V). L at er i n d e v el o p m e nt ( 4-6 d pf) si g n al i s pri m aril y l o c ali z e d t o e xtr a v a s c ul ar 
ti s s u e s s u c h a s t h e m y o s e pt a ( M S), s pi n al c or d ( S C) a n d p u n ct a i n t h e c a u d al h e m at o p oi eti c ti s s u e 
( C H T) t h at li k el y c orr e s p o n d t o m a cr o p h a g e s ( n = 6). ( d) W h e n DiI -L D L i s i nj e ct e d i nt o t h e y ol k, si g n al i s 
u n d et e ct a bl e i n t h e v a s c ul at ur e of e arl y -st a g e l ar v a e, b ut i n ~ 5 0 % of c a s e s ( 3 o ut of 6) will b e d et e ct e d i n 
b ot h v a s c ul ar a n d e xtr a v a s c ul ar ti s s u e s of l at er -st a g e l ar v a e ( n = 6). ( e) A s ol uti o n of DiI i nj e ct e d i nt o t h e 
l ar v al y ol k l e a d s t o a st ai ni n g p att er n t h at cl o s el y mirr or s Li p o Gl o-mi cr o s c o p y e x p eri m e nt s, i n di c ati n g t h at 
it st ai n s e n d o g e n o u s li p o pr ot ei n s pr o d u c e d i n t h e Y S L ( N = 1 5). R e s ult s r e pr e s e nt p o ol e d d at a fr o m t hr e e 
i n d e p e n d e nt cl ut c h e s, “ n” d e n ot e s t ot al n u m b er of s a m pl e s p er d at a p oi nt. S c al e b ar s = 5 0 0 µ m.
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 As a n e g ati v e c o ntr ol, h u m a n DiI -L D L w as als o i nj e ct e d i nt o t h e y ol k of z e br afis h 
l ar v a e (Fi g. 1 0 d ). I m m e di at el y aft er i nj e cti o n, si g n al w as ess e nti all y u n d et e ct a bl e o utsi d e 
of t h e y ol k, c o nfir mi n g t h at it h as n ot r e a c h e d t h e v as c ul at ur e. H o w e v er, a p pr o xi m at el y 
5 0 % of l ar v a e i nj e ct e d i nt o t h e y ol k a c cr u e d si g nifi c a nt si g n al o utsi d e of t h e y ol k b y 6 
d pf, w h er e it a p p e ar e d t o m ar k si mil ar str u ct ur es as s e e n i n t h e pr e vi o us e x p eri m e nt, 
alt h o u g h si g n al i n t h e C H T a p p e ar e d l ess pr o n o u n c e d. T his o bs er v ati o n s u g g ests t h at DiI 
i nj e ct e d i nt o t h e y ol k ( e v e n i n t h e f or m of h u m a n DiI-L D L) c o ul d b e tr a nsf err e d t o 
e n d o g e n o us li p o pr ot ei ns a n d s e cr et e d.  
 T o t est w h et h er DiI c o ul d b e us e d t o m o nit or e n d o g e n o us A p o B -L Ps, I i nj e ct e d 
DiI dir e ctl y i nt o t h e y ol k of z e br afis h l ar v a e at 1 d pf ( Fi g. 1 0 e ). DiI si g n al cl os el y 
mirr or e d t h e Li p o Gl o mi cr os c o p y e x p eri m e nts t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt. I m p ort a ntl y, t his 
DiI -l ab eli n g p ar a di g m s h o w e d cl e ar e nri c h m e nt i n t h e s pi n al c or d a n d m y os e pt a b y 6 d pf, 
v ali d ati n g t h e fi n di n gs of t h e Li p o Gl o mi cr os c o p y e x p eri m e nt.   
 
A d ult z e br afis h pl as m a l a b el e d wit h DiI c o nfir ms t h at Li p o Gl o d o es n ot disr u pt t h e 
A p o B -L P pr ofil e  
 Li p o Gl o h as r e v e al e d n u m er o us as p e cts of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e i n z e br afis h 
l ar v a e, m a n y of w hi c h ar e i n li n e wit h o ur c urr e nt u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis. H o w e v er, as n o alt er n ati v e m et h o ds e xist t o st u d y t h e li p o pr ot ei n pr ofil e i n 
z e br afis h l ar v a e at t his l e v el of s e nsiti vit y or r es ol uti o n wit h r e g ar d t o p arti cl e si z e a n d 
n u m b er, it w as n ot p ossi bl e t o c o m p ar e t h e li p o pr ot ei n pr ofil e b et w e e n wil d -t y p e a n d 
Li p o Gl o l ar v al i n di vi d u als. H o w e v er, usi n g pl as m a e xtr a ct e d fr o m a d ult a ni m als t h e 
h y p ot h esis t h at Li p o Gl o l a b eli n g d o es n ot alt er t h e pl as m a li p o pr ot ei n pr ofil e w as t est e d. 
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A d ult z e br afis h pl as m a li p o pr ot ei n pr ofil es d et er mi n e d usi n g n ati v e -P A G E fr o m W T 
a ni m als t h at w er e l a b el e d wit h DiI w er e ess e nti all y i n disti n g uis h a bl e fr o m t h os e 
h o m o z y g o us f or t h e Li p o Gl o r e p ort er, alt h o u g h t h er e w as si g nifi c a nt v ari ati o n b et w e e n 
i n di vi d u als (li k el y as a r es ult of v ari ati o ns i n a cti vit y a n d f e e di n g b e h a vi or) (Fi g. 1 1 ). 
T h es e d at a i n di c at e t h at t h e a d diti o n of N a n o L u c t o t h e c ar b o x y -t er mi n al of A p o B d o es 
n ot disr u pt t h e li p o pr ot ei n pr ofil e.   
 W hil e n o diff er e n c es w er e a p p ar e nt b et w e e n wil d -t y p e a n d Li p o Gl o a ni m als, I 
w as  a bl e t o d et e ct a si g nifi c a nt DiI -p ositi v e ( N a n o L u c -n e g ati v e) b a n d t h at is pr es e nt 
e x cl usi v el y i n f e m al e pl as m a, a n d a bs e nt i n m al es. T his m ost li k el y c orr es p o n ds t o 
vit ell o g e ni n, a l ar g e pr ot ei n us e d t o s h uttl e li pi ds t hr o u g h t h e bl o o dstr e a m t h at will 
e v e nt u all y b e us e d i n e g g pr o d u cti o n [ 2 4 8, 2 4 9]. W hil e s e v er al a d diti o n al b a n ds ar e 
pr es e nt i n t h e DiI -st ai n e d pl as m a, wit h o ut a d diti o n al m ol e c ul ar m ar k ers it is diffi c ult t o 
c o n cl usi v el y d et er mi n e w h at t h es e s p e ci es m a y b e, b ut hi g h -d e nsit y li p o pr ot ei ns w o ul d 
als o b e e x p e ct e d t o st a i n p ositi v e f or DiI as w ell. 
 
Li p o Gl o ass a ys r e v e al Pl a 2 g 1 2 b as a n i m p ort a nt r e g ul at or of A p o B -L P h o m e ost asis  
 I n a n eff ort t o i d e ntif y n o v el r e g ul at ors of t h e A p o B-L P pr ofil e usi n g t h e Li p o Gl o 
s yst e m, I a n al y z e d a c oll e cti o n of m ut a nts fr o m t h e z e br afis h m ut ati o n pr oj e ct [ 2 5 0] t h at 
h a d pr e di ct e d m ut ati o ns i n g e n es i n v ol v e d i n li pi d m et a b oli c p at h w a ys. Of t h e si x E N U 
all el es st u di e d, t w o all el es ( a b c a 1 b a n d pl a 2 g 1 2 b) w er e p arti c ul arl y pr o misi n g as w e 
d et e ct e d n o ns e ns e -m e di at e d d e c a y i n t h e m ut a nt tr a ns cri pts [ 2 5 1]. St u di es of a b c a 1 b 
usi n g Li p o Gl o ar e u n d er w a y, b ut I h a v e dis c o v er e d t h at l ar v a e h o m o z y g o us f or a n 
ess e nti al s pli c e sit e m ut ati o n (s a 6 5 9) i n p h os p h oli p as e A 2 Gr o u p XII B  (pl a 2 g 1 2 b ) 
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S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 8: 
C h ar a ct eriz ati o n of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e i n a d ult z e br afi s h usi n g DiI. Pl as m a w as e xtr a ct e d fr o m a d ult z e br afis h h o m oz y g o us 
f or t h e Li p o Gl o r e p ort er as w ell as wil d-t y p e c o ntr ols. Pl as m a w as t h e n st ai n e d wit h DiI a n d t h e n s e p ar at e d vi a n ati v e -P A G E 
usi n g t h e Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis m et h o d. N u m er o us b a n ds a p p e ar i n t h e pl as m a pr ofil e i n t h e DiI -c h a n n el ( 6 0 0 n m), b ut t h e 
L D L b a n d ( bl a c k arr o w h e a d) c a n b e i d e ntifi e d as t h e s m all est A p o B -p ositi v e b a n d usi n g t h e Li p o Gl o r e p ort er ( c h e mi c h a n n el). 
T h e r es ults fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt tri als ar e s h o w n, wit h n o o v ert diff er e n c es d et e ct a bl e b et w e e n wil d -t y p e a n d Li p o Gl o 
a ni m als, alt h o u g h t h er e is si g nifi c a nt v ari ati o n b et w e e n i n di vi d u als. O n e b a n d is pr es e nt e x cl usi v el y i n t h e f e m al e pl as m a pr ofi l e 
( bl a c k arr o w), a n d li k el y c orr es p o n ds t o vit ell o g e ni n, a w ell-c h ar a ct eriz e d li pi d -tr a ns p ort pr ot ei n t h at is o nl y e x pr ess e d i n 
f e m al es. 
Fi g u r e 1 1: C h a r a ct e ri z ati o n of t h e li p o p r ot ei n p r ofil e i n a d ult z e b r afi s h u si n g DiI. Pl a s m a 
w a s e xtr a ct e d fr o m a d ult z e br afi s h h o m o z y g o u s f or t h e Li p o Gl o r e p ort er a s w ell a s wil d -t y p e 
c o ntr ol s. Pl a s m a w a s t h n st ai n e d wit h DiI a n d t h e n s p r at e d vi a n ati v e -P A G E u si n g t h e 
Li p o Gl o -el e ctr o p h or e si s m et h o d. N u m er o u s b a n d s a p p e ar i n t h e pl a s m a pr ofil e i n t h e DiI -
c h a n n el ( 6 0 0 n m), b ut t h e L D L b a n d ( bl a c k arr o w h e a d) c a n b e i d e ntifi e d s t h e s m all e st A p o B -
p o siti v e b a n d u si n g t h e Li p o Gl o r e p ort er ( c h e mi c h a n n el). T h e r e s ult s fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt 
tri al s ar e s h o w n, wit h n o o v ert diff er e n c e s d et e ct a bl e b et w e e n wil d-t y p e a n d Li p o Gl o a ni m al s, 
alt h o u g h t h er e i s si g nifi c a nt v ari ati o n b et w e e n i n di vi d u al s. O n e b a n d i s pr e s e nt e x cl u si v el y i n 
t h e f e m al e pl a s m a pr ofil e ( bl a c k arr o w), a n d li k el y c orr e s p o n d s t o vit ell o g e ni n, a w ell-
c h ar a ct eri z e d li pi d -tr a n s p ort pr ot ei n t h at i s o nl y e x pr e s s e d i n f e m al e s. 
 1 1 5  
s h o w e d p ert ur b ati o ns i n t h eir A p o B -L P pr ofil e ( Fi g. 1 2 ). H o m o z y g o us m ut a nt l ar v a e 
e x hi bit e d l o w er l e v els of A p o B at m ulti pl e s t a g es ( Fi g. 1 2 a), a n d als o a p p e ar e d t o h a v e 
d ef e cts i n li p o pr ot ei n s e cr eti o n as e vi d e n c e d b y e nri c h m e nt of vis c er al A p o B -N a n o L u c 
l e v els ( Fi g. 1 2 b, e). H o w e v er, t h e m ost stri ki n g d ef e ct i n pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nt l ar v a e w as a 
pr o n o u n c e d c h a n g e i n t h e A p o B -L P si z e  distri b uti o n. E v e n at 1 d pf, si g nifi c a nt 
a c c u m ul ati o n of s m all li p o pr ot ei ns i n t h e si z e r a n g e of L D L, a n d d e pl eti o n of t h e l ar g er 
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1     2     3     4    5     6 
pl a 2 g 1 2 b -/- W T
D e v el o p m e nt al st a g e ( d pf)
D e v el o p m e nt al st a g e ( d pf) D e v el o p m e nt al st a g e ( d pf)
D e v el o p m e nt al st a g e ( d pf)
Fi g ur e 6:
Li p o Gl o r e v e al s pr of o u n d alt er ati o ns i n t h e A p o B -L P pr ofil e i n pl a 2 g 1 2 b -/ - m ut a nt l ar v a e. ( a) C o m p aris o n of Li p o Gl o si g n al 
b et w e e n pl a 2 g 1 2 b -/ - a n d pl a 2 g 1 2 b + / - si bli n gs d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt ( 1 – 6 d pf) ( D F = 1 1, n ≈ 1 1, T w o -w a y r o b ust A N O V A 
p < 0. 0 0 0 1 f or g e n ot y p e a n d st a g e, G a m es -H o w ell p <. 0 0 0 1). ( b) R e pr es e nt ati v e i m a g es ( n = 1 5) of A p o B -L P l o c aliz ati o n c oll e ct e d 
b y Li p o Gl o c h e mil u mi n es c e nt i m a gi n g t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt ( 1 – 6 d pf), a n d ( e) q u a ntifi c ati o n of p er c e nt l o c aliz ati o n i nt o 
pr e vi o usl y d es cri b e d s u br e gi o ns ( D F = 1 1, n = 1 5, T w o -w a y r o b ust A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all r e gi o ns, G a m es -H o w ell p < 0. 0 0 0 1). ( c) 
R e pr es e nt ati v e g el ( n = 4) s h o wi n g pr o d u cti o n of a b n or m all y s m all li p o pr ot ei ns ( w hit e arr o w h e a d) a n d ( e) q u a ntifi c ati o n of
Li p o Gl o e missi o n p att er n fr o m n ati v e -P A G E s a m pl es i n pl a 2 g 1 2 b -/ - l ar v a e ( 1 – 6 d pf). U p w ar d -f a ci n g arr o w h e a ds ( gr e e n) 
i n di c at e si g nifi c a nt e nri c h m e nt of t h at s p e ci es at t h at ti m e p oi nt c o m p ar e d t o W T, a n d d o w n w ar d-f a ci n g arr o w h e a ds (r e d) 
i n di c at e d e pl eti o n ( D F = 1 1, n = 9, T w o-w a y r o b ust A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all s p e ci es, G a m es -H o w ell p <. 0 1 ). R es ults r e pr es e nt 
p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts, “ n ” d e n ot es n u m b er of s a m pl es p er d at a p oi nt. B o d y r e gi o ns w er e d efi n e d 
as o utli n e d i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. S c al e b ars = 5 0 0 µ m.
Fi g u r e 1 2: Li p o Gl o r e v e al s p r of o u n d alt e r ati o n s i n t h e A p o B -L P p r ofil e i n pl a 2 g 1 2 b -/-
m ut a nt l a r v a e. ( a) C o m p ari s o n of Li p o Gl o si g n al b et w e e n pl a 2 g 1 2 b -/- a n d pl a 2 g 1 2 b +/ - si bli n g s 
d uri n g l ar v al d e v el o p m e nt ( 1 – 6 d pf) ( D F = 1 1, n ≈ 1 1, T w o -w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 0 1 f or 
g e n ot y p e a n d st a g e, G a m e s -H o w ell p <. 0 0 0 1). ( b) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ( n = 1 5) of A p o B -L P 
l o c ali z ati o n c oll e ct e d b y Li p o Gl o c h e mil u mi n e s c e nt i m a gi n g t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt ( 1 – 6 d pf), 
a n d ( e) q u a ntifi c ati o n of p er c e nt l o c ali z ati o n i nt o pr e vi o u sl y d e s cri b e d s u br e gi o n s ( D F = 1 1, n = 1 5, 
T w o -w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all r e gi o n s, G a m e s -H w ell p < 0. 0 0 0 1). ( c) R e pr e s e t ati v e 
g el ( n = 4) s h o wi n g pr o d u cti o n of a b n or m all y s m all li p o pr ot ei n s ( w hit e arr o w h e a d) a n d ( e)
q u a ntifi c ati o n of Li p o Gl o e mi s si o n p att er n fr o m n ati v e -P A G E s a m pl e s i n pl a 2 g 1 2 b -/- l ar v a e ( 1 – 6 
d pf). U p w ar d -f a ci n g arr o w h e a d s ( gr e e n) i n di c at e si g nifi c a nt e nri c h m e nt of t h at s p e ci e s at t h at 
ti m e p oi nt c o m p ar e d t o W T, a n d d o w n w ar d-f a ci n g arr o w h e a d s (r e d) i n di c at e d e pl eti o n ( D F = 1 1, 
n = 9, T w o -w a y r o b u st A N O V A p < 0. 0 0 1 f or all s p e ci e s, G a m e s -H o w ell p <. 0 1 ). R e s ult s r e pr e s e nt 
p o ol e d d at a fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s, “ n” d e n ot e s n u m b er of s a m pl e s p er d at a 
p oi nt. B o d y r e gi o n s w er e d efi n e d a s o utli n e d i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5. S c al e b ar s = 5 0 0 µ m.
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Di s c u s si o n  
 
T h e Li p o Gl o r e p ort er d o es n ot disr u pt li p o pr ot ei n h o m e ost asis 
 W h e n g e n er ati n g a f usi o n pr ot ei n, it is ess e nti al t o e v al u at e w h et h er i ntr o d u cti o n 
of t h e t a g disr u pts n ati v e pr ot ei n f u n cti o n. T his is p arti c ul arl y i m p ort a nt i n t h e c as e of 
t a g g e d li p o pr ot ei ns, as t h es e p arti cl es h a v e a c o m pl e x lif e c y cl e t h at i n v ol v es i nt er a cti o ns 
wit h n u m er o us c ell a n d tiss u e t y p es. T h e f a ct t h at fis h h o m o z y g o us f or t h e Li p o Gl o 
r e p ort er ar e vi a bl e, f ertil e, a n d fr e e fr o m a n y o v ert m or p h ol o gi c al d ef e cts s er v e d as 
e n c o ur a gi n g pr eli mi n ar y e vi d e n c e t h at m et a b olis m w a s n ot gr e atl y disr u pt e d. T o e v al u at e 
w h et h er t h e N a n o L u c t a g disr u pt e d li p o pr ot ei n h o m e ost asis i n a m or e s u btl e w a y, 
Li p o Gl o l ar v a e w er e s u bj e ct e d t o v ari o us g e n eti c, di et ar y, a n d p h ar m a c ol o gi c al 
m a ni p ul ati o ns k n o w n t o aff e ct t h e li p o pr ot ei n pr ofil e. T h es e  r es ults v ali d at e d t h at 
N a n o L u c -t a g g e d li p o pr ot ei ns e x hi bit all of t h e c e ntr al h all m ar ks of e n d o g e n o us A p o B-
L Ps, i n cl u di n g M T P -d e p e n d e nt m at ur ati o n, A P O C 2 -d e p e n d a nt li p ol ysis, r es p o nsi v e n ess 
t o n utri e nt a v ail a bilit y, a n d e x p e ct e d d e nsit y a n d si z e distri b uti o ns.  
F urt h er, Li p o Gl o mi cr os c o p y s h o w e d t h at A p o B -L Ps ar e i niti all y o nl y d et e ct a bl e 
i n li p o pr ot ei n-pr o d u ci n g tiss u es, a n d t h e n distri b ut e t o p eri p h er al tiss u es, a n d fi n all y 
b e c o m e u n d et e ct a bl e i n p eri p h er al tiss u es w h e n l ar v a e ar e f ast e d. T h es e o bs er v ati o ns ar e  
c o nst a nt wit h t a g g e d li p o pr ot ei ns b ei n g s e cr et e d i nt o t h e cir c ul at or y s yst e m, pr o c ess e d i n 
t h e p eri p h er al cir c ul ati o n, a n d e v e nt u all y e n d o c yt os e d, as w o ul d b e e x p e ct e d fr o m 
u nt a g g e d li p o pr ot ei ns. F urt h er, t h e Di -I st ai n e d pl as m a li p o pr ot ei n pr ofil es fr o m a d ult 
z e br afis h h o m o z y g o us f or t h e N a n o L u c r e p ort er a n d wil d -t y p e c o ntr ols w er e 
i n disti n g uis h a bl e. Ta k e n t o g et h er, t h es e o bs er v ati o ns i n di c at e t h at  t h e c ar b o x y-t er mi n al 
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f usi o n of N a n o L u c t o A p o B b. 1 d o es n ot d et e ct a bl y alt er li p o pr ot ei n h o m e ost asis. T his 
fi n di n g est a blis h es a pr e c e d e nt f or t h e us e of A p o B-f usi o n pr ot ei ns as a s e nsiti v e a n d 
s p e cifi c a p pr o a c h t o m o nit or at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns w hi c h will li k el y b e g e n er ali z a bl e 
t o a d diti o n al m o d el s yst e ms. T his a p pr o a c h c a n als o b e e x p a n d e d t o us e alt er n ati ve t a gs 
s u c h as fl u or es c e nt r e p ort ers f or hi g h -r es ol uti o n i m a gi n g or affi nit y t a gs t o st u d y t h e 
li p o pr ot ei n i nt er a ct o m e. P ot e nti al a p pli c ati o ns of Li p o Gl o t h us e xt e n d w ell b e y o n d t h e 
st u d y of li p o pr ot ei n a b u n d a n c e, si z e, a n d l o c ali z ati o n usi n g z e br afis h.  
 
Li p o Gl o ass a ys s h o w e x c ell e nt c o n c or d a n c e wit h e xisti n g m et h o ds  
At h er o g e ni c li p o pr ot ei ns ar e t h e pri m ar y dri v ers of at h er os cl er oti c c ar di o v as c ul ar 
dis e as e, w hi c h h as m a d e li p o pr ot ei n pr ofili n g a n ess e nti al t e c h ni q u e i n b ot h cli ni c al a n d 
r es e ar c h s etti n gs. E xisti n g m et h o ds t o c h ar a ct eri z e A p o B -L Ps g e n er all y r el y o n l ar g e 
a m o u nts of st arti n g m at eri al ( mi cr olit ers of pl as m a), us e i n dir e ct m e as ur e m e nts ( e. g. li pi d 
pr ofili n g), r e q uir e e x p e nsi v e e q ui p m e nt a n d s p e ci ali z e d tr ai ni n g ( e. g. a n ultr a c e ntrif u g e 
or el e ct r o n mi cr os c o p e), h a v e a r el ati v el y l o w t hr o u g h p ut c a p a cit y, a n d ar e r estri ct e d t o 
st u d yi n g pl as m a li p o pr ot ei ns. T h e Li p o Gl o r e p ort er cir c u m v e nts all of t h es e iss u es a n d 
e n g e n d ers u n pr e c e d e nt e d s p e e d, s e nsiti vit y, a n d tr a ct a bilit y t o t h e st u d y of t h e li p o pr ot ei n 
pr ofil e.  I m p ort a ntl y, t h e d es cri b e d ass a ys s h o w e x c ell e nt c o n c or d a n c e wit h tr a diti o n al 
m et h o ds, as e vi d e n c e d b y t h e ti g ht c orr el ati o n b et w e e n p arti cl e si z e esti m at es m e as ur e d 
b y Li p o Gl o el e ctr o p h or esis a n d b ot h d e nsit y gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n a n d n e g ati v e -
st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y.   
O n e li mit ati o n of t h e Li p o Gl o el e ctr o p h or esis m et h o d r e p ort e d h er e is t h at it is 
u n a bl e t o r es ol v e A p o B -L Ps a b o v e a c ert ai n si z e t hr es h ol d, w hi c h ar e cl ust er e d t o g et h er 
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as t h e z er o -m o bilit y fr a cti o n. F urt h er r es e ar c h will b e r e q uir e d t o c o n cl usi v el y d et er mi n e 
w hi c h li p o pr ot ei n s p e ci es ar e pr es e nt wit hi n t his b a n d. F or e x a m pl e, t h e Z M b a n d is 
hi g hl y e nri c h e d i n r es p o ns e t o a hi g h -f at m e al. T his o bs er v ati o n is c o nsist e nt wit h 
e nri c h m e nt of i ntr a c ell ul ar A p o B a n d t h e l ar g est li p o pr ot ei n cl ass es ( c h yl o mi cr o ns a n d 
r e m n a nts), b ot h of w hi c h s h o ul d i n cr e as e i n r es p o ns e t o hi g h-f at di et. It is i nt er esti n g t o 
n ot e, h o w e v er, t h at w h e n li p o pr ot ei ns ar e pr o c ess e d t hr o u g h t a n d e m d e nsit y  gr a di e nt 
ultr a c e ntrif u g ati o n a n d Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis, t h er e is si g nifi c a nt si g n al i n t h e Z M 
fr a cti o n e v e n i n t h e hi g h er d e nsit y fr a cti o ns. T h e pr es e n c e of hi g h er-d e nsit y s p e ci es i n t h e 
Z M b a n d i n di c at es t h at it is n ot c o m p os e d e x cl usi v el y of tri gl y c er i d e-ri c h li p o pr ot ei ns. I 
s us p e ct t his m a y r efl e ct t h e p h ysi ol o gi c al l e v el of li p o pr ot ei n a g gr e g ati o n, w hi c h h as 
b e e n i m pli c at e d as y et a n ot h er d et er mi n a nt of c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k [ 2 5 2].  
 
T h e l ar v al z e br afis h is a p o w erf ul n e w s yst e m t o st u d y li p o pr ot ei n bi ol o g y  
 T h e Li p o Gl o s yst e m is si g nifi c a ntl y m or e s e nsiti v e t h a n e xisti n g li p o pr ot ei n 
c h ar a ct eri z ati o n ass a ys. T o ill ustr at e t his, I h a v e p erf or m e d e xt e nsi v e li p o pr ot ei n 
c h ar a ct eri z ati o n o n i n di vi d u al z e br afis h l ar v a e. A si n gl e l ar v a c o nt ai ns a p pr o xi m at el y 
o n e -t h o us a n d ti m es l ess pl as m a ( n a n olit ers r at h er t h a n mi cr olit ers) t h a n is tr a diti o n all y 
us e d f or li p o pr ot ei n pr ofili n g, y et t his is m or e t h a n e n o u g h m at eri al t o r u n m ulti pl e 
Li p o Gl o ass a ys. T h e l ar v al z e br afis h h as b e e n us e d e xt e nsi v el y t o st u d y m et a b oli c 
dis e as es i n cl u di n g c ar di o v as c ul ar dis e as e [ 2 5 3, 2 5 4], b ut t h e i n a bilit y t o c h ar a ct eri z e t h e 
at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e pr es e nt e d a si g nifi c a nt li mit ati o n. Li p o Gl o e n a bl e d 
c o m pr e h e nsi v e c h ar a ct eri z ati o n of t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e t hr o u g h o ut l ar v al 
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d e v el o p m e nt, a n d d e m o nstr at e d t h at t h e c a n o n i c al as p e cts of m a m m ali a n li p o pr ot ei n 
h o m e ost asis ar e c o ns er v e d i n t h e l ar v al z e br afis h.  
T h e l ar v al z e br afis h is als o a n u n p ar all el e d v ert e br at e s yst e m f or hi g h -t hr o u g h p ut 
s cr e e ni n g. T h e si m pl e pl at e -b as e d Li p o Gl o -c o u nti n g m et h o d e n a bl es pr o c essi n g of t e n s 
of t h o us a n ds s a m pl es a d a y, a n d is t h us r e a dil y c o n d u ci v e t o hi g h -t hr o u g h p ut g e n eti c a n d 
s m all -m ol e c ul e s cr e e ni n g. Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis a n d i m a gi n g pr ot o c ols c a n als o 
a c hi e v e r es p e ct a bl e t hr o u g h p ut c a p a cit y o n t h e or d er of h u n dr e ds of s a m pl es p er d a y,  a n d 
c a n t h us b e us e d as tr a ct a bl e s e c o n d ar y s cr e e ni n g ass a ys or f or st a n d -al o n e s m all -s c al e 
s cr e e ns. T h e c o nfl u e n c e of Li p o Gl o a n d t h e z e br afis h m o d el s yst e m pr es e nt a u ni q u el y 
p o w erf ul o p p ort u nit y t o p erf or m u n bi as e d s cr e e ns f or n o v el m o d ul at ors of A p o B -L Ps, 
e n a bli n g u n bi as e d dis c o v er y a p pr o a c h es t o b e a p pli e d t o t h e fi el d of li p o pr ot ei n bi ol o g y.  
 
S e nsiti v e li p o pr ot ei n pr ofili n g m a y pr o vi d e n e w i nsi g hts i nt o a b et ali p o pr ot ei n e mi a  
M ut ati o ns i n t h e mt p g e n e r es ult i n a s e v er e r e d u cti o n or c o m pl et e l a c k of A p o B -
L Ps, a dis e as e c all e d a b et ali p o pr ot ei n e mi a. T h e mt p stl all el e st u di e d c o nt ai ns a si n gl e 
miss e ns e m ut ati o n i n a hi g hl y c o ns er v e d r esi d u e ( L 4 7 5 P) [ 4 9]. Alt h o u g h t his is t h o u g ht 
t o r es ult i n pr o d u cti o n of a n o n-f u n cti o n al pr ot ei n, a tr u e n ull all el e w o ul d b e e x p e ct e d t o 
r es ult i n a c o m pl et e l a c k of A p o B-L Ps. T h e mt p stl h o m o z y g o us m ut a nts ar e u n e q ui v o c all y 
a bl e t o pr o d u c e a n d s e cr et e A p o B -L Ps ( alt h o u g h t h e y ar e s m all er a n d l ess a b u n d a nt) 
e arl y i n d e v el o p m e nt. T h es e o bs er v ati o ns s u g g est t h at t h e  mt p stl all el e is eit h er a str o n g 
h y p o m or p h, or t h at A p o B -L Ps c a n b e pr o d u c e d wit h o ut t h e a cti vit y of Mt p. T h e c o m pl et e 
l a c k of A p o B-L Ps l at er i n d e v el o p m e nt o c c urs o n c e r at es of p arti cl e t ur n o v er a n d u pt a k e 
b e gi n t o gr e atl y e x c e e d r at es of pr o d u cti o n. T hi s o bs er v ati o n hi g hli g hts t h e Li p o Gl o 
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s yst e m as a us ef ul t o ol t o st u d y all eli c s eri es of mt p . B y st u d yi n g diff er e nt all el es at t h e 
e arli est st a g es of d e v el o p m e nt w h e n r at es of li p o pr ot ei n t ur n o v er ar e l o w, it m a y b e 
p ossi bl e t o disti n g uis h b et w e e n tr u e n ull  all el es a n d h y p o m or p hi c m ut ati o ns wit h v ar yi n g 
d e gr e es of s e v erit y. S u c h i nf or m ati o n w o ul d b e us ef ul i n pr e di cti n g t h e o ut c o m e of 
diff er e nt a b et ali p o pr ot ei n e mi a  m ut ati o ns i n h u m a ns.  
A d diti o n all y, mt p -/- m ut a nts pr o d u c e a disti n ct bi m o d al p e a k of s m all ( L D L -li k e) 
A p o B -L Ps ( Fi g. 3 a -c). T his p att er n w arr a nts f urt h er i n v esti g ati o n, b ut m a y i n di c at e t h at 
t h es e all el es dir e ctl y pr o d u c e s m all li p o pr ot ei ns fr o m t h e Y S L, w hi c h ar e s u bs e q u e ntl y 
li p ol y z e d t o pr o d u c e a s e c o n d p e a k. F urt h er st u d y of mt p  all el es m a y pr o vi d e i nsi g ht i nt o 
t h e s p e cifi c f u n cti o n al d o m ai ns of M T P t h at r e g ul at e t h e si z e of n as c e nt A p o B-L Ps.  
 
Or g a n -l e v el c h a n g es i n t h e distri b uti o n of A p o B-L Ps  
T h e distri b uti o n of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns t hr o u g h o ut a n i nt a ct or g a nis m h as n ot 
pr e vi o usl y b e e n r e p ort e d. S e v er al o bs er v ati o ns w er e i n li n e wit h o ur e x p e ct ati o ns, i n t h at 
li p o pr ot ei ns w er e cl e arl y visi bl e i n li p o pr ot ei n-pr o d u ci n g tiss u es s u c h as t h e li v er, 
i nt esti n e, a n d y ol k-s y n c yti al l a y er. Li p o pr ot ei ns w er e als o e vi d e nt t hr o u g h o ut t h e 
cir c ul at or y s yst e m as e x p e ct e d. H o w e v er, o n e of t h e m ost stri ki n g p att er ns of li p o pr ot ei n 
l o c ali z ati o n is t h e c h e vr o n p att er n o utli ni n g t h e s o mit es i n t h e tr u n k r e gi o n. I s us p e ct t his 
p att er n m a y c orr es p o n d t o t h e m y os e pt a [ 2 4 7], w hi c h i n cl u d e t e n di n o us str u ct ur es 
c o n n e cti n g t h e b o d y s e g m e nts a n d t h eir ass o ci at e d l y m p h ati c v ess els [ 2 4 6]. Li p o pr ot ei ns 
h a v e pr e vi o usl y b e e n s h o w n t o a c c u m ul at e i n t e n d o ns i n c as es of s e v er e h y p erli pi d e mi a 
[ 4 8], b ut t h es e i m a g es s u g g est t h at a n u n e x p e ct e dl y l ar g e fr a cti o n of A p o B-L Ps l o c ali z e 
t o t h es e str u ct ur es i n a n or m al p h ysi ol o gi c al st at e. T h e p h ysi ol o gi c al c o ns e q u e n c es of t his 
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ass o ci ati o n ar e still u n k n o w n, b ut s u g g est t h at t h e p o ol of n o n -cir c ul ati n g A p o B -L Ps 
c a n n ot b e i g n or e d i n st u di es of w h ol e -b o d y e n er g y h o m e ost asis.    
I n a d diti o n t o t his s o mit e p att er n, s ur prisi n gl y str o n g Li p o Gl o si g n al w as als o o bs er v e d i n 
t h e c e ntr al n er v o us s yst e m ( b ot h wit hi n t h e br ai n a n d s pi n al c or d), c ol o c ali zi n g wit h t h e 
C N S  m ar k er T g( Xl a. T u b b 2: m a p pl e -C A A X ). W hil e t his p att er n w as e vi d e nt t hr o u g h o ut 
d e v el o p m e nt, it w as m ost pr o n o u n c e d i n l ar v a e t h at h a v e l o w l e v els of at h er o g e ni c 
li p o pr ot ei ns t hr o u g h o ut t h e b o d y (s u c h as wil d-t y p e l ar v a e at 6 d pf, or l ar v a e t h at h a v e 
b e e n f as t e d or tr e at e d wit h l o mit a pi d e f or 4 8 h o urs, Fi g. 9 d -f). T h e l o c ali z ati o n p att er n 
o bs er v e d is stri ki n gl y si mil ar t o t h at of fl u or es c ei n ( a fl u or es c e nt d y e) aft er it is i nj e ct e d 
i nt o t h e l ar v al z e br afis h v e ntri cl e [ 2 5 5]. Pr e vi o us w or k h as s h o w n t h at L D L is pr es e nt i n 
t h e e m br y o ni c c er e br os pi n al fl ui d of c hi c k e m br y os. T h er e L D L c a n i nt er a ct wit h S C O-
s p o n di n pr ot ei n t h at c o nt ai ns m ulti pl e L D L bi n di n g d o m ai ns a n d f or ms t h e R eiss n er 
fi b er, a pr ot ei n fi b er f o u n d i n t h e c e ntr al c a n al of all c h or d at es [ 5 1]. I n z e br afis h e m br y os 
t his fi b er c o ntri b ut es t o pr o p er b o d y a xis f or m ati o n [ 4 5]. Pri or st u di es i n m a m m als f o u n d 
t h at alt h o u g h t h e bl o o d-br ai n b arri er e x pr ess es t h e L D L -r e c e pt or, l e v els of A p o B wit hi n 
t h e c er e br os pi n al fl ui d ar e e xtr e m el y l o w [ 2 5 6], s u g g esti n g t h at a r ol e f or A p o B-L Ps i n 
t h e C N S m a y b e r estri ct e d t o e m br y o ni c d e v el o p m e nt. H o w e v er, pr e vi o us st u di es h a v e 
n ot a n al y z e d c er e br os pi n al fl ui d c o m p ositi o n i n r es p o ns e t o f asti n g, as o ur r es ults s u g g est 
t h at A p o B-L Ps m a y b e pr ef er e nti all y r et ai n e d i n t h e v e ntri cl e as a pr ot e ct e d s o ur c e of 
li pi d d uri n g n utri e nt s c ar cit y. Alt h o u g h si g nifi c a nt c ol o c ali z ati o n wit h t h e s pi n al c or d c a n 
b e o bs er v e d , it s h oul d b e n ot e d t h at a p air of p ar a c h or d al v ess els is cl os el y ass o ci at e d 
wit h t h e s pi n al c or d.  
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I als o d e v el o p e d a n ort h o g o n al a p pr o a c h t o m o nit or A p o B -L P l o c ali z ati o n i n vi v o 
usi n g DiI, a fl u or es c e nt li p o p hili c d y e r o uti n el y us e d t o l a b el li p o pr ot ei ns. B ot h h u m a n 
a n d e n d o g e n o us li p o pr ot ei ns l a b el e d wit h DiI c a n b e m o nit or e d i n vi v o, a n d s h o w 
eff e cti v el y i d e nti c al l o c ali z ati o n p att er ns t o li p o pr ot ei ns l a b el e d wit h N a n o L u c, t h us 
v ali d ati n g t h e u n e x p e ct e d l o c ali z ati o n p att er ns dis c uss e d a b o v e. T his l a b eli n g t e c h ni q u e 
s er v es as a n a d diti o n al us ef ul t o ol t o m o nit or li p o pr ot ei n d y n a mi cs i n z e br afis h l ar v a e.   
Alt h o u g h at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns ar e m ost oft e n st u di e d i n t h e bl o o dstr e a m as a 
m e a ns of e v al u ati n g c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k, li p o pr ot ei ns i nt er a ct wit h es s e nti all y 
e v er y tiss u e i n t h e b o d y a n d ar e i n v ol v e d i n n u m er o us pr o c ess es s u c h as d e v el o p m e nt 
[ 4 6], visi o n [ 4 7], a n gi o g e n esis [ 4 9], h e art f u n cti o n [ 5 0], h e m at o p oi esis [ 5 1], i nf e cti o n a n d 
i m m u nit y [ 5 2, 5 3], a n d dis or d ers s u c h as c a nc er [ 5 4], a n d di a b et es [ 5 5]. Li p o Gl o is a n 
ess e nti al t o ol f or br o a d e ni n g t h e s c o p e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei n bi ol o g y b e y o n d t h e 
c urr e nt f o c us o n cir c ul ati n g p arti cl es.  
C h ar a ct eriz ati o n of li p o pr ot ei n a b n or m aliti es i n pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nts  
P h os p h oli p as e A 2 gr o u p XII B  (pl a 2 g 1 2 b ) e n c o d es a c at al yti c all y i n a cti v e 
m e m b er of t h e p h os p h oli p as e g e n e f a mil y. Alt h o u g h t h e pr ot ei n l a c ks c at al yti c a cti vit y 
a n d h as n o ot h er k n o w n f u n cti o n, its hi g h l e v el of e v ol uti o n ar y c o ns er v ati o n s u g g ests i t 
m a y h a v e e v ol v e d a n e w f u n cti o n. Pr e vi o us st u di es i n mi c e h a v e s h o w n t h at disr u pti o n of 
pl a 2 g 1 2 b r es ults i n d e cr e as e d s e cr eti o n of h e p ati c tri gl y c eri d e a n d A p o B [ 2 5 7], as w ell as 
r e d u c e d l e v els of H DL -c h ol est er ol [ 2 5 8], i n di c ati n g t h at t his g e n e m a y pl a y a r ol e i n 
li p o pr ot ei n s e cr eti o n. I n Li p o Gl o ass a ys, pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nt l ar v a e e x hi bit e d si g nifi c a ntl y 
l o w er l e v els of A p o B at m ulti pl e st a g es, a n d s h o w e nri c h m e nt of vis c er al A p o B-N a n o L u c 
l e v els, b ot h of w hi c h ar e c o nsist e nt wit h pr e vi o usl y r e p ort e d d ef e cts i n li p o pr ot ei n 
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s e cr eti o n [ 2 5 7]. H o w e v er, e v al u ati o n of t h e li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n i n pl a 2 g 1 2 b -/- 
m ut a nts r e v e al e d bi as t o w ar ds pr o d u cti o n of s m all L D L -li k e p arti cl es, w hi c h h as n ot 
b e e n r e p ort e d pr e vi o usl y. F urt h er i n v esti g ati o n  will b e r e q uir e d t o d et er mi n e w h et h er 
s m all er A p o B -L Ps ar e pr o d u c e d dir e ctl y b y t h e Y S L/li v er, or if t h e d e cr e as e d A p o B -L P 
s e cr eti o n r es ults i n r a pi d li p ol ysis of t h e f e w li p o pr ot ei ns t h at ar e s u c c essf ull y s e cr et e d. 
As Pl a 2 g 1 2 b m o d ul at es b ot h li p o pr ot ei n si z e a n d n u m b er, v ari a nts i n t h e pl a 2 g 1 2 b g e n e 
m a y m o d ul at e ris k f or c ar di o v as c ul ar dis e as e. O n g oi n g w or k is e x pl ori n g b ot h t h e 
m e c h a nis m of a cti o n of t his p o orl y u n d erst o o d pr ot ei n, as w ell as t h e gr e at er 
p h ysi ol o gi c al r e p er c ussi o ns of t his m ut ati o n.  
 
O v er vi e w of pr es e nt a n d f ut ur e a p pli c ati o n of Li p o Gl o  
O v er all, t his st u d y pr o vi d es s e v er al k e y i nsi g hts. First, c o v al e nt t a gs t o A p o B 
e n a bl e hi g hl y s e nsiti v e a n d s p e cifi c m o nit ori n g of A p o B -L Ps wit h o ut disr u pti n g 
li p o pr ot ei n h o m e ost asis. S e c o n d, t h e l ar v al z e br afis h r e pr es e nts a p o w erf ul m o d el t o 
st u d y A p o B -L Ps, as d e v el o p m e nt al st a g es pr o vi d e a hi g hl y r e pr o d u ci bl e p att er n of 
n utri e nt a v ail a bilit y a n d l ar v a e s h o w h u m a n -li k e r es p o ns es t o g e n eti c, di et ar y, a n d 
p h ar m a c ol o gi c al sti m uli. A d diti o n all y, l ar v al z e br afis h h a v e u n p ar all el e d tr a ct a bilit y f or 
g e n eti c a n d s m all -m ol e c ul e s cr e e ni n g as w ell as w h ol e -or g a nis m i m a gi n g, f a cilit ati n g t h e 
a p pli c ati o n of t h es e p o w erf ul dis c o v er y t e c h ni q u es t o t h e fi el d of li p o pr ot ei n bi ol o g y. 
A p o B -L Ps als o s h o w si g nifi c a nt p att e r ns of e nri c h m e nt o utsi d e of t h e cir c ul at or y s yst e m 
(i n ass o ci ati o n wit h t h e s o mit e j u n cti o ns a n d c e ntr al n er v o us s yst e m), hi g hli g hti n g 
i m p ort a nt u n e x pl or e d as p e cts of e xtr a v as c ul ar A p o B-L Ps. L astl y, pl a 2 g 1 2 b  is a hi g hl y 
c o ns er v e d r e g ul at or of li p o pr ot ei n bi o g e n esis t h at pl a ys a c e ntr al r ol e i n t h e r e g ul ati o n of 
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t h e li p o pr ot ei n si z e/s u b cl ass distri b uti o n. T h e Li p o Gl o s yst e m t h us r e pr es e nts a n ess e nti al 
t o ols et t o e x p a n d o ur u n d erst a n di n g of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns a n d a c c el er at e t h e 
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M at e ri als a n d m et h o d s  
 
Z e br afis h h us b a n dr y a n d m ai nt e n a n c e  
 A d ult z e br afis h w er e m ai nt ai n e d o n a 1 4 h li g ht –  1 0 h d ar k c y cl e a n d f e d o n c e 
d ail y wit h ~ 3. 5 % b o d y w ei g ht of G e m m a Mi cr o 5 0 0 ( S kr etti n g U S A). All g e n ot y p es 
w er e br e d i nt o t h e wil d -t y p e A B b a c k gr o u n d. All ass a ys w er e p erf or m e d o n l ar v a e 
h et er o z y g o us f or t h e A p o B -N a n ol u c r e p ort er u nl ess ot h er wis e n ot e d. T o m o nit or t h e 
wil d -t y p e li p o pr ot ei n pr ofil e t hr o u g h o ut l ar v al d e v el o p m e nt, p air wis e cr oss es w er e s et u p 
b et w e e n wil d -t y p e A B a d ults a n d a d ults h o m o z y g o us f or t h e A p o B-N a n o L u c r e p ort er 
(a p o B b. 1 N L u c/ N L u c ). T o c h ar a ct eri z e t h e li p o pr ot ei n pr ofil e of mt p  m ut a nt l ar v a e [ 4 9], 
p air wis e cr oss es w er e s et u p b et w e e n mt p stl/ + a n d mt p stl/ + ; a p o B b. 1 N L u c/ N L u c  a d ults. T o 
c h ar a ct eri z e t h e li p o pr ot ei n pr ofil e of a p o C 2  m ut a nt l ar v a e [ 2 2 6], p air wis e cr oss es w er e 
s et u p b et w e e n a p o C 2 s d 3 8/ s d 3 8 a n d a p o C 2 s d 3 8/ + ; a p o B b. 1 N L u c/ +  a d ults a n d l ar v a e p ositi v e 
f or t h e N a n o L u c r e p ort er w er e s el e ct e d f or a n al ysis. T o c h ar a ct eri z e t h e li p o pr ot ei n 
pr ofil e of pl a 2 g 1 2 b  m ut a nt l ar v a e [ 2 5 0], p air wis e cr oss es w er e s et u p b et w e e n 
pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9/ s a 6 5 9 a n d pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9/ + ; a p o B b. 1 N L u c/ +  a d ults. T o e v al u at e ass o ci ati o n 
b et w e e n t h e A p o B -L Ps a n d t h e c e ntr al n er v o us s yst e m, a d ults h o m o z y g o us f or t h e A p o B -
N a n o L u c r e p ort er ( a p o B b. 1 N L u c/ N L u c ) w er e cr oss e d t o a d ults h et er o z y g o us f or t h e c e ntr al 
n er v o us s yst e m m ar k er T g( Xl a. T u b b 2: m a p pl e -C A A X) , a nd e m br y os w er e s cr e e n e d f or 
m A p pl e pri or t o fi x ati o n a n d m o u nti n g ( u n p u blis h e d r e a g e nt pr o vi d e d b y t h e H al p er n 
L a b, c 5 8 3). As z e br afis h s e x c a n n ot b e d et er mi n e d d uri n g t h e l ar v al st a g es, g e n d er c a n b e 
e x cl u d e d as a v ari a bl e. All pr o c e d ur es w er e a p pr o v e d b y  t h e C ar n e gi e I nstit uti o n A ni m al 
C ar e a n d Us e C o m mitt e e ( Pr ot o c ol # 1 3 9).  
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G e n o m e e diti n g  
 G e n o m e i nt e gr ati o n w as a c hi e v e d b y c o -i nj e cti o n of 5 0 0 p g of T A L E N m R N A 
a n d 3 0 p g of d o n or pl as mi d i nt o 1 -c ell st a g e e m br y os ( Fi g. 3 a). T w o p airs of T A L E Ns 
w er e d esi g n e d a n d cl o n e d t h at t ar g et a BsrI r estri cti o n sit e j ust u pstr e a m of t h e 
e n d o g e n o us st o p c o d o n of A p o B b. 1 usi n g t h e M oj o H a n d d esi g n t o ol [ 2 5 9] a n d F us X 
ass e m bl y s yst e m [ 2 6 0]. T A L E Ns w er e i n-vitr o  tr a ns cri b e d usi n g t h e T 3 m M ess a g e 
m M a c hi n e kit  ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, A M 1 3 4 8) a n d i nj e ct e d i nt o 1-c ell st a g e z e br afis h 
e m br y os. C utti n g effi ci e n c y w as q u a ntifi e d b y m o nit ori n g t h e l oss of BsrI di g esti o n as a 
r es ult of T A L E N n u cl e as e a cti vit y, a n d f o u n d t o b e si g nifi c a ntl y hi g h er i n T A L E N p air 2, 
s o t his p air w as us e d f or g e n o m e i nt e gr ati o n eff orts ( Fi g. 3 b). A d o n or pl as mi d w as 
cl o n e d usi n g 3 -fra g m e nt M ulti Sit e g at e w a y ass e m bl y (I n vitr o g e n, 1 2 5 3 7 -0 2 3) wit h a 5’ 
e ntr y el e m e nt of ~ 5 0 0 b p of t h e g e n o mi c s e q u e n c e u pstr e a m of t h e A p o B b. 1 st o p c o d o n, 
a mi d dl e -e ntr y el e m e nt c o nsisti n g of i n -fr a m e N a n o L u c c o di n g s e q u e n c e, a n d a 3’ 
el e m e nt of ~ 7 0 0 b p of g e n o mi c s e q u e n c e d o w nstr e a m of t h e A p o B b. 1 st o p c o d o n [ 2 6 1]. 
I nj e ct e d e m br y os w er e r ais e d t o a d ult h o o d a n d pr o g e n y w er e s cr e e n e d f or N a n o L u c 
a cti vit y a n d i n -fr a m e f usi o n of t h e N a n o L u c r e p ort er at t h e tar g et l o c us ( Fi g. 3 c).  
 
Pr e p ar ati o n a n d st or a g e of l ar v al h o m o g e n at e  
 I n di vi d u al l ar v a e ar e h o m o g e ni z e d i n a st a n d ar d v ol u m e of A p o B-L P st a bili z ati o n 
b uff er ( 1 0 0 µ L). T h e A p o B -L P st a bili z ati o n b uff er (s e e r e ci p es) c o nt ai ns c O m pl et e Mi ni, 
E D T A -fr e e Pr ot e as e I n hi bit or C o c kt ail ( Milli p or e-Si g m a, 1 1 8 3 6 1 7 0 0 0 1), p H b uff er a n d 
c al ci u m c h el at or ( E G T A, p H 8), a n d cr y o pr ot e ct a nt [ 2 6 2] ( S u cr os e) t o pr es er v e s a m pl e 
i nt e grit y d uri n g h o m o g e ni z ati o n ( Fi g. 1 3 ). T h e b uff er is m a d e as a 2 x st o c k, a n d l ar v a e 
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ar e a n est h eti z e d i n tri c ai n e a n d pl a c e d i nt o t u b es i n a 5 0 µ L v ol u m e a n d a n e q u al v ol u m e 
of c hill e d 2 x b uff er is t h e n a d d e d j ust pri or t o h o m o g e ni z ati o n. L o w -t hr o u g h p ut 
h o m o g e ni z ati o n c a n b e a c hi e v e d i n 1. 5 m L c e ntrif u g e t u b es wit h dis p os a bl e p ell et -p estl es 
( Fis h er s ci e ntifi c, 1 2-1 4 1 -3 6 3). F or hi g h -t hr o u g h p ut s a m pl e pr o c essi n g, l ar v a e a n d 
A p o B -L P st a bili z at i o n b uff er ar e dis p e ns e d i nt o i n di vi d u al w ells of a 9 6-w ell n o n -s kirt e d 
P C R -pl at e ( U S A S ci e ntifi c, # 1 4 0 2 -9 5 8 9), s e al e d wit h mi cr o S e al ‘ B’ pl at e s e ali n g fil m 
( Bi o-R a d, ms b 1 0 0 1), a n d h o m o g e ni z e d i n a mi cr o pl at e -h or n s o ni c at or ( Qs o ni c a, Q 7 0 0 
s o ni c at or wit h 4 3 1 M P X mi cr o pl at e h or n ass e m bl y). F or s o ni c ati o n, t h e pl at e w as pl a c e d 
i n t h e mi cr o pl at e h or n fill e d wit h 1 7 m m of c hill e d R O w at er a n d pr o c ess e d at 1 0 0 % 
p o w er f or a t ot al of 3 0 s e c o n ds, d eli v er e d as 2 -s e c o n d p uls es i nt ers p ers e d wit h 1 -s e c o n d 
p a us es. H o m o g e n a t e w as st or e d o n i c e f or i m m e di at e us e, or fr o z e n at -2 0 °  C a n d t h a w e d 
o n i c e f or l at er us e.  
 
Q u a ntifi c ati o n of A p o B -N a n o L u c l e v els usi n g a pl at e r e a d er  
 T o q u a ntif y A p o B -N a n o L u c l e v els, h o m o g e n at e ( 4 0 µ L) w as mi x e d wit h a n e q u al 
v ol u m e of dil ut e d N a n o L u c b uff er (f or s p e cifi c dil uti o n s e e r e ci p es a n d t e c h ni c al n ot e o n 
N a n o L u c b uff er) i n a 9 6 -w ell o p a q u e w hit e O pti Pl at e ( P er ki n -El m er, 6 0 0 5 2 9 0). Bl a c k 
pl at es c a n b e us e d as a n alt er n ati v e t h at will si g nifi c a ntl y l o w er a bs ol ut e si g n al i nt e nsit y, 
b ut als o r e d u c e li g ht c o nt a mi n ati o n i nt o a dj a c e nt w ells.  T h e pl at e w as r e a d wit hi n 2 
mi n ut es of b uff er a d diti o n usi n g a S p e ctr a M a x M 5 pl at e r e a d er ( M ol e c ul ar d e vi c es) s et t o 
t o p-r e a d c h e mil u mi n es c e nt d et e cti o n wit h a 50 0 ms i nt e gr ati o n ti m e. T his pl at e -b as e d 
ass a y h as a wi d e li n e ar r a n g e a n d l o n g h alf -lif e ( Fi g. 1 4 a -c). H o w e v er, d e gr e e of 
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S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 6: 
Cr y o pr ot e ct a nt a n d pr ot e as e -i n hi biti o n pr o p erti es of A p o B-L P st a biliz ati o n b uff er. ( a) 4 d pf wil d -t y p e l ar v a e w er e 
h o m o g e niz e d i n A p o B -L P st a biliz ati o n b uff er c o nt ai ni n g 0 % or 1 0 % fi n al c o n c e ntr ati o n of s u cr os e a n d s u bj e ct e d t o b et w e e n 0 
a n d 3 fr e ez e -t h a w c y cl es, a n d t h e n s e p ar at e d usi n g n ati v e-P A G E as d es cri b e d i n d et ail e d m et h o ds. W hil e t h e li p o pr ot ei n siz e 
distri b uti o n r e m ai n e d c o nst a nt i n s a m pl es c o nt ai ni n g s u cr os e as a cr y o pr ot e ct a nt, s a m pl es wit h o ut s u cr os e s h o w e d a gr a d u al 
e nri c h m e nt of Z M p arti cl es, w hi c h a p p e ars t o b e d u e t o a g gr e g ati o n of V L D L a n d I D L p arti cl es. ( b) L ar v a e w er e h o m o g e niz e d i n 
A p o B -L P st a biliz ati o n b uff er wit h a n d wit h o ut t h e pr ot e as e i n hi bit or c o m p o n e nts ( c O m pl et e mi ni E D T A -fr e e t a bl et 
s u p pl e m e nt e d wit h 4 0 m M fi n al c o n c e ntr ati o n of E G T A, s e e r e ci p es) a n d i n c u b at e d at v ari o us t e m p er at ur es f or 2 h o urs. 
S a m pl es w er e t h e n s e p ar at e d b y n ati v e -P A G E at 5 0 V f or 3 0 mi n ut es, a n d 1 2 5 V f or 6 0 mi n ut es. T his is 1 2 5 V olt -h o urs l ess t h a n 
d es cri b e d i n d et ail e d m et h o ds t o e n a bl e vis u aliz ati o n of pr ot e ol ysis pr o d u cts. At 3 d pf, pr ot e as e a cti vit y is q uit e l o w s u c h t h at 
n o pr ot e ol yz e d pr o d u cts ar e pr es e nt i n t h e gr o u p tr e at e d wit h pr ot e as e i n hi bit or, w h er e as d e gr a d ati o n pr o d u cts ar e visi bl e i n a 
t e m p er at ur e-d e p e n d e nt m a n n er i n t h e a bs e n c e of i n hi bit ors. B y 5 d pf, pr ot e as e a cti vit y is m u c h hi g h er i n t h e h o m o g e n at e 
s a m pl e, pr es u m a bl y d u e t o d e v el o p m e nt of a m at ur e i nt esti n e. Pr ot e as e a cti vit y is still w ell -c o ntr oll e d i n t h e pr es e n c e of 
pr ot e as e i n hi bit or at l o w t e m p er at ur es, b ut i n t h e a bs e n c e of pr ot e as e i n hi bit or d e gr a d ati o n is s o s e v er e t h at t h er e ar e si g n s of 
b ot h cl e a v a g e of N a n o L u c fr o m t h e li p o pr ot ei n p arti cl e as w ell as pr ot e ol ysis of t h e r e p ort er its elf. 
Fi g u r e 1 3: C r y o p r ot e ct a nt a n d p r ot e a s e -i n hi biti o n p r o p e rti e s of A p o B-L P st a bili z ati o n 
b uff e r. ( a) 4 d pf wil d -t y p e l ar v a e w er e h o m o g e ni z e d i n A p o B-L P st a bili z ati o n b uff er c o nt ai ni n g 
0 % or 1 0 % fi n al o n c e ntr ati o n of s u cr o s e a n d s u bj e ct e d t o b et w e e n 0 a n d 3 fr e e z e -t h a w c y cl e s, 
a n d t h e n s e p ar at e d u si n g n ati v e -P A G E a s d e s cri b e d i n d et ail e d m et h o d s. W hil e t h e li p o pr ot ei n 
si z e di stri b ut o n r e m ai e d c o n st a nt i n s a m pl e s c o nt ai i n g s u cr o s e s a cr y o pr ot e ct a nt, s a m pl e s 
wit h o ut s u cr o s e s h o w e d a gr a d u al e nri c h m e nt of Z M p arti cl e s, w hi c h a p p e ar s t o b e d u e t o 
a g gr e g ati o n of V L D L a n d I D L p arti cl e s. ( b) L ar v a e w er e h o m o g e ni z e d i n A p o B -L P st a bili z ati o n 
b uff  wit h a n d wit h o ut t h e pr ot e a s e i n hi bit or c o m p o n e nt s ( c O m pl et e mi ni E D T A -fr e e t a bl et 
s u p pl e m e nt e d wit h 4 0 m M fi n al c o n c e ntr ati o n of E G T A, s e e r e ci p e s) a n d i n c u b at e d at v ari o u s 
t e m p er at ur e s f or 2 h o ur s. S a m pl e s w er e t h e n s e p ar at e d b y n ati v e-P A G E at 5 0 V f or 3 0 mi n ut e s, 
a n d 1 2 5 V f or 6 0 mi n ut e s. T hi s i s 1 2 5 V olt -h o ur s l e s s t h a n d e s cri b e d i n d et ail e d m et h o d s t o 
e n a bl e vi s u ali z ati o n of pr ot e ol y si s pr o d u ct s. At 3 d pf, pr ot e a s e a cti vit y i s q uit e l o w s u c h t h at n o 
pr ot e ol y z e d pr o d u ct s ar e pr e s e nt i n t h e gr o u p tr e at e d wit h pr ot e a s e i n hi bit or, w h er e a s 
d e gr a d ati o n pr o d u ct s ar e vi si bl e i n a t e m p er at ur e -d e p e n d e nt m a n n er i n t h e a b s e n c e of 
i n hi bit or s. B y 5 d pf, pr ot e a s e a cti vit y i s m u c h hi g h er i n t h e h o m o g e n at e s a m pl e, pr e s u m a bl y d u e 
t o d e v el o p m e nt of a m at ur e i nt e sti n e. Pr ot e a s e a cti vit y i s still w ell-c o ntr oll e d i n t h e pr e s e n c e of 
pr ot e a s e i n hi bit or at l o w t e m p er at ur e s, b ut i n t h e a b s e n c e of pr ot e a s e i n hi bit or d e gr a d ati o n i s s o 
s e v er e t h at t h er e ar e si g n s of b ot h cl e a v a g e of N a n o L u c fr o m t h e li p o pr ot ei n p arti cl e a s w ell a s 
pr ot e ol y si s of t h e r e p ort er it s elf. 
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pi g m e nt ati o n h as a si g nifi c a nt eff e ct o n si g n al i nt e nsit y, s o t his v ari a bl e s h o ul d b e 
a c c o u nt e d f or wit h a st a n d ar d c ur v e or pi g m e nt -m at c h e d c o ntr ols s h o ul d b e us e d as a 
b as eli n e f or c o m p aris o n ( Fi g. 1 4 d).  
 
Q u a ntifi c ati o n of li p o pr ot ei n siz e distri b uti o n wit h Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis  
 T o q u a ntif y t h e el e ctr o p h or eti c m o bilit y of A p o B -L Ps, 3 % n ati v e p ol y a cr yl a mi d e 
g els w er e c ast i n Bi o -r a d mi ni-pr ot e a n c asti n g ri gs usi n g 1 m m s p a c er pl at es a n d 1 0 -w ell 
c o m bs (s e e r e ci p es). G els w er e all o w e d t o p ol y m eri z e o v er ni g ht at 4 ° C a n d us e d wit hi n 
2 4 h of c asti n g. E a c h g el i n cl u d e d a mi gr ati o n st a n d ar d c o m pris e d of Di -I l a b el e d h u m a n 
L D L ( L 3 4 8 2,  T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) t h at w as dil ut e d i n cr y o pr ot e ct a nt a n d st or e d i n 
fr o z e n ali q u ots (s e e r e ci p es). G els w er e ass e m bl e d i nt o mi ni-pr ot e a n el e ctr o p h or esis ri gs 
at 4 ° C, fill e d wit h pr e -c hill e d 1 x T B E a n d pr e -r u n at 5 0 V f or 3 0 mi n ut es t o e q uili br at e 
t he g el pri or t o s a m pl e a d diti o n. 1 2 µ L of h o m o g e n at e w as t h e n c o m bi n e d wit h 3 µ L of 
5 x l o a d d y e (s e e r e ci p es), a n d 1 2. 5 µ L of t h e r es ulti n g s ol uti o n w as l o a d e d p er w ell 
( w hi c h c orr es p o n ds t o 1 0 % of t h e l ar v al h o m o g e n at e p er l a n e). G els w er e t h e n r u n at 5 0 
V  f or 3 0 mi n ut es, f oll o w e d b y 1 2 5 v olts f or 2 h.  
 G els w er e i m a g e d wit hi n 1 h of c o m pl eti o n of t h e r u n. T o i m a g e e a c h g el, t h e t hi n 
gl ass s h ort pl at e w as c ar ef ull y s e p ar at e d fr o m t h e fr o nt of t h e g el wit h a g el r el e as er 
w e d g e (s e e t e c h ni c al n ot e o n h y dr o p h o bi c c o ati n g of s h ort pl at es). Wit h t h e g el r esti n g o n 
t h e t hi c k s p a c er pl at e, 1 m L of T B E s u p pl e m e nt e d wit h 2 µ L of N a n o -Gl o s u bstr at e w as 
g e ntl y pi p ett e d o nt o t h e g el s urf a c e. T h e g el i m a gi n g s ol uti o n w as s pr e a d e v e nl y a cr oss 
t h e g el s urf a c e wit h a t hi n pl asti c fil m c ut t o t h e si z e of t h e s p a c er pl at e ( St a pl es, Sli di n g 
b ar r e p ort c o v ers). Aft er a 5 -mi n ut e e q uili br ati o n, t h e g el w as pl a c e d i nt o a n O d yss e y F c 
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S u p pl e m e nt ar y fi g ur e 7: 
N a n o L u c st a n d ar d c ur v es. ( a) T o d et er mi n e t h e a bs ol ut e c o n c e ntr ati o n of A p o B -L Ps i n t h e l ar v al h o m o g e n at e, p urifi e d 
N a n o L u c pr ot ei n w as or d er e d dir e ctl y fr o m Pr o m e g a ( Nl u c -H T Pr ot ei n, 5 0 0 u g, 5 4. 2 K D a, # C S 1 8 8 4 0 1) a n d dil ut e d t o 1 n M 
w or ki n g c o n c e ntr ati o n i n 1 x A p o B -L P st a biliz ati o n b uff er. T his s ol uti o n w as s u bj e ct e d t o a 6 -p oi nt s eri es of 2 -f ol d dil uti o ns a nd 
us e d i n a pl at e -b as e d ass a y f or N a n o L u c a cti vit y, a n d ( b) s h o w e d t h e e x p e ct e d l o g -li n e ar r el ati o ns hi p. ( c) T h er e is a m ar k e d 
i n cr e as e i n pi g m e nt ati o n t hr o u g h o ut l ar v al d e v el o p m e nt, c a usi n g h o m o g e n at e t o b e c o m e pr o gr essi v el y m or e o p a q u e. T o t est 
t h e eff e ct of pi g m e nt o n N a n o L u c r e a di n gs, wil d-t y p e l ar v a e t h at l a c k t h e A p o B-N a n o L u c r e p ort er w er e h o m o g e niz e d i n A p o B -
L P st a biliz ati o n b uff er at e a c h st a g e of d e v el o p m e nt. T his h o m o g e n at e w as t h e n s u p pl e m e nt e d wit h a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 
n M N a n o L u c pr ot ei n a n d s u bj e ct e d t o a pl at e r e a d ass a y. As e x p e ct e d, t h e r el ati v e i nt e nsit y of N a n o L u c si g n al d e cli n es fr o m 2 –
6 d pf, i n di c ati n g t h at a bs ol ut e q u a ntit ati o n of N a n o L u c l e v els s h o ul d i n cl u d e a st a n d ar d c ur v e t h at a c c o u nts f or l ar v al 
pi g m e nt ati o n. ( d) A n al ysis of Li p o Gl o c o u nti n g si g n al o v er ti m e ( w ell v al u es r e a d e v er y 4 0 s e c o n ds f or 2 0 mi n ut es) 
d e m o nstr at e d t h at t his ass a y is r o b ust t o sli g ht fl u ct u ati o ns i n i n c u b ati o n ti m e, as si g n al h alf -li v es w er e c al c ul at e d t o b e gr eat er 
t h a n 6 0 mi n ut es f or all c o n c e ntr ati o ns t est e d. ( e) A n al ysis of Li p o Gl o mi cr os c o p y si g n al o v er ti m e r e v e al e d d et e ct a bl e si g n al 
w ell a b o v e b a c k gr o u n d f or o v er 6 0 mi n ut es, a n d (f) alt h o u g h a bs ol ut e si g n al d e cli n e d o v er ti m e (t o p p a n el), t h e si g n al 
l o c aliz ati o n r e m ai n e d r el ati v el y c o nst a nt o v er s h ort fl u ct u ati o ns i n i n c u b ati o n ti m e ( b ott o m p a n el). ( g) A n al ysis of Li p o Gl o 
el e ctr o p h or esis si g n al o v er ti m e ( h) r e v e al e d t h at r e a ds i m m e di at el y aft er s u bstr at e a d diti o n ( T 0) w er e a b n or m all y l o w (t o p 
p a n el) a n d bi as e d t o w ar d d et e cti o n of a b u n d a nt li p o pr ot ei n s p e ci es ( b ott o m p a n el). H o w e v er, f oll o wi n g a bri ef i n c u b ati o n 
p eri o d ( mi ni m u m of 5 mi n ut es), a bs ol ut e si g n al d e c a ys gr a d u all y o v er ti m e, b ut c h a n g es i n r el ati v e si g n al ar e m u c h l ess 
pr o n o u n c e d ( T 2 0 – 6 0).  (i) Q u a ntifi c ati o n of t h e si g n al t o b a c k gr o u n d r ati o of e a c h of t h e Li p o Gl o ass a ys. 
Fi g u r e 1 4: N a n o L u c st a n d a r d c u r v e s. ( a) T o  d e t e r  m i n e  t h e  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n  o f A p o B -L P s i n t h e 
l ar v al h o m o g e n at e, p urifi e d N a n o L u c pr ot ei n w a  or d er e d dir e ctl y fr o m Pr o m e g a ( Nl u c-H T Pr ot ei n, 5 0 0 u g,
5 4. 2 K D a, # C S 1 8 8 4 0 1) a n d dil ut e d t o 1 n M w or ki n g c o n c e ntr ati o n i n 1 x A p o B -L P st a bili z ati o n b uff er. T hi s 
s ol uti o n w a s s u bj e ct e d t o a 6 -p i nt s eri e s of 2 -f ol d dil uti o n s n d u s e d i n a pl at e-b a s e d a s s a y f r N a n o L u c 
a cti vit y, a n d ( b) s h o w e d t h e e x p e ct e d l o g -li n e ar r el ati o n s hi p. ( c) T h er e i s a m ar k e d i n cr e a s e i n pi g m e nt ati o n 
t hr o u g h o ut l ar v al d e v el o p m e nt, c a u si n g h o m o g e n at e t o b e c o m e pr o gr e s si v el y m or e o p a q u e. T o t e st t h e 
eff e ct of pi g m e nt o n N a n o L u c r e a di n g s, wil d -t y p e l ar v a e t h at l a c k t h e A p o B-N a n o L u c r e p ort er w er e 
h o m o g e ni z e d i n A p o B -L P st a bili z ati o n b uff er at e a c h st a g e of d e v el o p m e nt. T hi s h o m o g e n at e w a s t h e n 
s u p pl e m e nt e d wit h a fi n al c o n c e ntr ti o n of 1 n M N a n o L u c pr o ei n a n d s u bj e c e d t  a pl at e r e a d a s a y. A s
e x p e ct e d, t h e r el ati v e i nt e n sit y of N a n o L u c si g n al d e cli n e s fr o m 2 – 6 d pf, i n di c ati n g t h at a b s ol ut e 
q u a ntit ati o n of N a n o L u c l e v el s s h o ul d i n cl u d e a st a n d ar d c ur v e t h at a c c o u nt s f or l ar v al pi g m e nt ati o n. ( d)
A n al y si s of Li p o Gl o c o u nti n g si g n al o v er ti m e ( w ell v al u e s r e a d e v er y 4 0 s e c o n d s f or 2 0 mi n ut e s) 
d e m o n str at e d t h at t hi s a s s a y i s r o b u st t o sli g ht fl u ct u ati o n s i n i n c u b ati o n ti m e, a s si g n al h alf -li v e s w er e 
c al c ul at e d t o b e gr e at er t h a n 6 0 mi n ut e s f or all c o n c e ntr ati o n s t e st e d. ( e) A n al y si s of Li p o Gl o mi cr o s c o p y 
si g n al o v er ti m e r e v e al e d d et e ct a bl e si g n al w ell a b o v e b a c k gr o u n d f or o v er 6 0 mi n ut e s, a n d (f) alt h o u g h 
a b s ol ut e si g n al d e cli n e d o v er ti m e (t o p p a n el), t h e si g n al l o c ali z ati o n r e m ai n e d r el ati v el y c o n st a nt o v er 
s h ort fl u ct u ati o n s i n i n c u b ati o n ti m e ( b ott o m p a n el). ( g) A n al y si s of Li p o Gl o el e ctr o p h or e si s si g n al o v er ti m e 
( h) r e v e al e d t h at r e a d s i m m e di at el y aft er s u b str at e a d diti o n ( T 0) w er e a b n or m all y l o w (t o p p a n el) a n d 
bi a s e d t o w ar d d et e cti o n of a b u n d a nt li p o pr ot ei n s p e ci e s ( b ott o m p a n el). H o w e v er, f oll o wi n g a bri ef 
i n c u b ati o n p eri o d ( mi ni m u m of 5 mi n ut e s), a b s ol ut e si g n al d e c a y s gr a d u all y o v er ti m e, b ut c h a n g e s i n 
r el ati v e si g n al ar e m u c h l e s s pr o n o u n c e d ( T 2 0 – 6 0). (i) Q u a ntifi c ati o n of t h e si g n al t o b a c k gr o u n d r ati o of 
e a c h of t h e Li p o Gl o a s s a y s. 
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( LI-C O R Bi os ci e n c es) g el i m a gi n g s yst e m ( S e e t e c h ni c al n ot e o n g el i m a gi n g) a n d 
i m a g e d i n t h e c h emil u mi n es c e n c e c h a n n el f or 2 mi n ut es ( N a n o L u c d et e cti o n) a n d t h e n 
t h e 6 0 0 c h a n n el f or 3 0 s e c o n ds ( Di-I L D L st a n d ar d d et e cti o n). Eff ort s h o ul d b e m a d e t o 
e ns ur e a c o nsist e nt e q uili br ati o n ti m e b et w e e n s u bstr at e a d diti o n a n d g el i m a gi n g. W hil e 
t his ass a y is r el ati v el y r o b ust t o s m all v ari ati o ns i n i n c u b ati o n ti m e ( Fi g. 1 4 g - h), 
e q uili br ati o n ti m es b el o w 5 mi n ut es or gr e at er t h a n 2 0 mi n ut es ar e n ot r e c o m m e n d e d. 
R a w i m a g es w er e e x p ort e d as zi p fil es f or f urt h er a n al ysis.  
 T h e pr o vi d e d g el q u a ntifi c ati o n t e m pl at e ( S u p pl e m e nt al Fil e 1) c a n b e us e d t o bi n 
t h e c o m pl e x li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n i nt o bi ol o gi c all y r el e v a nt gr o u ps f or a n al ysis, 
a n d d et ail e d i nstr u cti o ns ar e pr o vi d e d wit hi n t h e s u p pl e m e nt al fil e. I n s h ort, e a c h l a n e 
w as c o n v ert e d t o a pl ot pr ofil e i n I m a g eJ, a n d di vi d e d i nt o L D L, I D L, V L D L, a n d Z M 
bi ns b as e d o n mi gr ati o n r el ati v e t o t h e Di -I st a n d ar d, a n d pi x el i nt e nsit y w as s u m m e d 
wit hi n e a c h bi n f or a n al ysis.  
 
L ar v a e fi x ati o n a n d i m a gi n g  
 T o d et er mi n e t h e w h ol e -or g a nis m l o c ali z ati o n of A p o B -L Ps, i nt a ct l ar v a e ar e 
a n est h eti z e d a n d fi x e d i n 4 % P F A ( dil ut e d i n P B S) f or 3 h at r o o m t e m p er at ur e. 
F oll o wi n g fi x ati o n, l ar v a e ar e ri ns e d 3 ti m es f or 1 5 mi n ut es e a c h i n P B S -t w e e n ( P B S 
c o nt ai ni n g 0. 1 % t w e e n -2 0 d et er g e nt) a n d i m a g e d wit hi n 1 2 h of fi x ati o n. A g ar os e f or 
m o u nti n g is pr e p ar e d b y m elti n g 0. 1 gr a ms of l o w -m elti n g p oi nt a g ar os e ( B P 1 6 0 -1 0 0, 
Fis h er S ci e ntifi c) i n 1 0 m Ls of 1 x T B E. Ali q u ots ar e m ai nt ai n e d i n t h e li q ui d st at e at 
4 2 ° C i n a h e at bl o c k. J ust pri or t o m o u nti n g, a g ar os e ali q u ots w er e s u p pl e m e nt e d wit h 
1 % N a n o -Gl o s u bstr at e (f uri m a zi n e). Fi x e d l ar v a e ar e arr a y e d  i n dr o pl ets o n a p etri dis h 
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li d, a n d t h e e x c ess li q ui d is r e m o v e d a n d q ui c kl y r e pl a c e d wit h a 5 0 µ L dr o pl et of l o w -
m elt a g ar os e c o nt ai ni n g N a n o -Gl o s u bstr at e ( 1 %). T h e s a m pl e is t h e n ori e nt e d pr o p erl y 
wit h a fl e xi bl e p o k er u ntil t h e a g ar os e s oli difi es s uf fi ci e ntl y t o h ol d t h e s a m pl e i n pl a c e. 
T his pr o c ess w as r e p e at e d f or u p t o 1 5 l ar v a e i n p ar all el pri or t o i m a gi n g.  
W hil e t h e a bs ol ut e i nt e nsit y of N a n o L u c si g n al will d e c a y gr a d u all y o v er ti m e 
( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 1 4 e -f), t h e distri b uti o n of N a n o L u c si g n al is r el ati v el y r o b ust t o 
sli g ht v ari ati o n i n i n c u b ati o n ti m e. N o n et h el ess, it is r e c o m m e n d e d t h at l ar v a e b e 
m o u nt e d a n d i m a g e d wit h as c o nsist e nt of a n i n c u b ati o n p eri o d as p ossi bl e (i d e all y l ess 
t h a n 3 0 mi n ut es). 
 T o i m a g e t h e A p o B -L P l o c ali z ati o n, a Z eis s A xi o z o o m V 1 6 mi cr os c o p e V 1 6 
e q ui p p e d wit h a Z eiss A xi o C a m M R m w as s et t o 3 0 x m a g nifi c ati o n, 2 x 2 bi n ni n g a n d 2 x 
g ai n (t o i n cr e as e s e nsiti vit y), a n d pr o gr a m m e d t o c oll e ct a si n gl e bri g htfi el d e x p os ur e 
( 2. 4 ms, 1 0 % li g ht i nt e nsit y) f oll o w e d b y t w o c h e mil u min es c e nt i m a gi n g e x p os ur es ( 1 0 
a n d 3 0 s e c o n ds, r es p e cti v el y) wit h n o ill u mi n ati o n t o c oll e ct t h e N a n o L u c si g n al ( S e e 
t e c h ni c al n ot e o n N a n o L u c i m a gi n g). I m a g es w er e q u a ntifi e d i n I m a g eJ b y usi n g t h e 
bri g htfi el d e x p os ur e t o dr a w r e gi o ns of i nt er est ( vis c er a,  tr u n k, a n d h e a d) a n d c al c ul ati n g 
t h e N a n o L u c i nt e nsit y wit hi n e a c h of t h os e R OIs f or 3 0 s e c o n d c h e mil u mi n es c e nt 
e x p os ur e, u nl ess s at ur at e d pi x els w er e d et e ct e d i n w hi c h c as e t h e 1 0 s e c o n d e x p os ur e w as 
us e d.   
 
Fl u or es c e nt l a b eli n g a n d i m a gi n g of A P O B -L Ps i n vi v o  
 F or i nj e cti o n of h u m a n DiI -l a b ell e d L D L i nt o z e br afis h l ar v a e, l ar v a e w er e first 
a n est h eti z e d a n d m o u nt e d l at er all y i n a p etri dis h i n a 5 0 µ L dr o pl et of 1 % l o w -m elt 
 1 3 4  
a g ar os e pr e p ar e d i n z e br afis h e m br y o m e di u m. Aft er t h e a g ar os e h a d s oli difi e d, f or c e ps 
w er e us e d t o r e m o v e a s m all p orti o n of a g ar os e j ust d ors al t o t h e a nt eri or p orti o n of t h e 
y ol k, pr o vi di n g a n a c c ess wi n d o w f or i nj e cti o n. T h e p etri dis h w as t h e n fill e d wit h 
e m br y o m e di u m t o e ns ur e t h at l ar v a e di d n ot dr y o ut d uri n g i nj e cti o n a n d i m a gi n g. 
H u m a n DiI -l a b ell e d L D L ( L 3 4 8 2, T h er m ofis h er S ci e ntifi c) w as t h e n l o a d e d i nt o a n 
mi cr oi nj e cti o n n e e dl e a n d c ali br at e d t o a n i nj e cti o n v ol u m e of 4 n L. L ar v a e w er e t h e n 
i nj e ct e d i nt o t h e c o m m o n c ar di n al v ein ( C C V) t hr o u g h t h e a g ar os e -fr e e a c c ess wi n d o w, 
or i nj e ct e d dir e ctl y i nt o t h e y ol k. L ar v a e w er e i m a g e d wit hi n 1 h o ur of i nj e cti o n, a n d t h e n 
c ar ef ull y li b er at e d fr o m t h e a g ar os e usi n g fi n e f or c e ps.  
 F or i nj e cti o n of DiI i nt o t h e l ar v al y ol k, DiI ( D 2 8 2, T h e r m o Fis h er S ci e ntifi c) w as 
r es us p e n d e d t o 3 0 m g/ m L i n D M S O. T his s ol uti o n w as t h e n l o a d e d i nt o a n i nj e cti o n 
n e e dl e a n d c ali br at e d t o 4 n L i nj e cti o n v ol u m e. 1 d pf w as s el e ct e d as a n i d e al ti m e p oi nt 
f or i nj e cti o n b e c a us e at t his st a g e t h e y ol k is f ull y s e gr eg at e d fr o m t h e e m br y o, y et t h e 
e m br y os ar e still wit hi n t h eir c h ori o ns w hi c h eli mi n at es t h e n e c essit y f or m o u nti n g i n 
a g ar os e pri or t o i nj e cti o n.  
 L ar v a e w er e t h e n i m a g e d o n a n S M Z 2 5 mi cr os c o p e e q ui p p e d wit h a C y 3 filt er 
c u b e at 3 0 x or 1 0 0 x m a g nifi c ati o n.  L ar v a e w er e i m a g e d aft er b ei n g m o u nt e d i n eit h er 1 % 
l o w-m elt a g ar os e (i n t h e c as e of 2 d pf i nj e cti o ns), or w er e a n est h eti z e d a n d i m a g e d i n 3 % 
m et h yl c ell ul os e. I m a g e bri g ht n ess w as a dj ust e d ar bitr aril y i n t h e dis pl a y t o e ns ur e 
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DiI l a b eli n g of a d ult z e br afis h pl as m a  
 A d ult z e br afis h w er e a n est h eti z e d a n d tr a nsf err e d t o a diss e cti o n st a g e c o v er e d 
wit h a ki m wi p e m oist e n e d wit h a n est h eti c dil ut e d i n s yst e m w at er. Tails w er e t h e n 
r es e ct e d at t h e a nt eri or of t h e a n al fi n t o e x p os e t h e c a u d al art er y. A n E D T A -c o at e d 
c a pill ar y ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, 2 2 -7 5 7 -1 2 3) fitt e d o n t h e e n d of a p 2 0 pi p ett e ti p w as 
us e d t o sl o wl y e xtr a ct w h ol e bl o o d f or m t h e art er y, a n d t h e fis h w as i m m e di at el y 
e ut h a ni z e d i n a n i c e b at h f oll o wi n g e xtr a ct i o n. Bl o o d w as tr a nsf err e d t o a 1. 5 m L 
mi cr o c e ntrif u g e t u b e a n d s p u n at 6, 0 0 0 r cf f or 5 mi n ut es t o p ell et bl o o d c ells, a n d t h e 
r es ulti n g pl as m a w as tr a nsf err e d t o a n e w t u b e. T h e Pl as m a w as t h e n dil ut e d t e n-f ol d i n a 
s ol uti o n of A p o B -L P st a bili z ati o n b uff e r c o nt ai ni n g 3 0 m g/ m L DiI. T his mi xt ur e w as 
i n c u b at e d at 3 7° C f or t w o h o urs, a n d st or e d at 1 0 ° C o v er ni g ht or us e d i m m e di at el y f or 
el e ctr o p h or esis. 5 µ L of t h e r es ulti n g st ai n e d li p o pr ot ei ns w er e mi x e d wit h 4 5 µ L of 
A p o B -L P b uff er c o nt ai ni n g l o a di n g d y e a n d  1 2. 5 µ L of t h e mi xt ur e w as l o a d e d o nt o a 3 % 
n ati v e p ol y a cr yl a mi d e g el. N ati v e -P A G E a n d g el i m a gi n g w er e p erf or m e d as d es cri b e d 
a b o v e f or Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis.  
 
D e nsit y -gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n  
 A d e nsit y gr a di e nt ultr a c e ntrif u g ati o n ( D G U C) pr ot o c ol w as d e v el o p e d b y 
a d a pti n g pr e vi o usl y p u blis h e d pr ot o c ols usi n g a 3 -l a y er i o di x a n ol gr a di e nt t o f u n cti o n 
wit h s m all er v ol u m es of i n p ut s a m pl e [ 2 4 3]. I n di vi d u al l ar v a e w er e s o ni c at e d i n 1 0 0 µ L 
o f s u cr os e-fr e e A p o B-L P b uff er (s e e r e ci p es) t o a v oi d disr u pti o n of t h e d e nsit y gr a di e nt 
wit h s u cr os e. 1 5 l ar v a e w er e p o ol e d p er e x p eri m e nt i nt o a si n gl e 1. 5 m L c e ntrif u g e t u b e 
a n d c e ntrif u g e d f or 5 mi n ut es at 6, 0 0 0 r cf t o r e m o v e l ar g e c ell ul ar d e bris. 1 m L  of t h e 
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r es ulti n g s u p er n at a nt w as tr a nsf err e d t o a s e p ar at e t u b e c o nt ai ni n g 5 0 0 µ L of O pti pr e p 
D e nsit y gr a di e nt m e di u m ( D 1 5 5 6, Si g m a -Al dri c h) t o yi el d a 2 0 % i o di x a n ol s ol uti o n. A 
9 % i o di x a n ol s ol uti o n w as pr e p ar e d b y a d di n g 1. 5 m L of O pti pr e p t o a 1 5 m L c o ni c al 
t u b e c o nt ai ni n g 8. 5 m L H E P E S-b uff er e d s ali n e ( H B S, s e e r e ci p es), a n d a 1 2 % s ol uti o n 
w as pr e p ar e d b y mi xi n g 2 m L O pti pr e p wit h 8 m L H B S. A 4. 9 m L O ptis e al t u b e 
(f or m erl y p ol y all o m er, 3 6 2 1 8 5, B e c k m a n-C o ult er) w as t h e n l o a d e d wit h 1. 5 m L of 9 % 
i o di x a n ol/ H B S s ol uti o n. T his s ol uti o n w as c ar ef ull y u n d erl a y er e d wit h 1. 5 m L of t h e 
1 2 % i o di x a n ol s ol uti o n usi n g a p 1 0 0 0 pi p ett e fit wit h b ot h t h e a p pr o pri at e p 1 0 0 0 ti p as 
w ell as a t a p er e d g el l o a di n g ti p w hi c h f u n cti o n e d as a dis p os a bl e pl asti c c a n n ul a ( U S A 
S ci e n tifi c, 1 2 5 2-0 6 1 0). Fi n all y, t h es e s ol uti o ns w er e u n d erl a y er e d wit h 1. 5 m L of t h e 
2 0 % i o di x a n ol s ol uti o n c o nt ai ni n g t h e z e br afis h h o m o g e n at e. T h e t u b e w as t h e n t o p p e d 
u p wit h H B S ( ~ 5 0 0 u L) s o t h at n o air r e m ai n e d a n d s e al e d wit h a c a p. B al a n c e d t u b es 
w er e t h e n l o a d e d i nt o a V Ti 6 5. 2 r ot or a n d c e ntrif u g e d at 6 0, 0 0 0 r p m i n a pr e c hill e d 
B e c k m a n O pti m a X L 8 0 K Ultr a c e ntrif u g e s et t o 4 ° C wit h m a xi m u m a c c el er ati o n a n d 
d e c el er ati o n r at es.  
 F oll o wi n g ultr a c e ntrif u g ati o n, d e nsit y fr a cti o ns w er e c oll e ct e d b y c ar ef ull y 
p i er ci n g t h e b ott o m of t h e t u b e wit h a t h u m bt a c k, a n d dri p-el uti n g t h e s a m pl es i nt o 1 0 
s e p ar at e fr a cti o ns of a p pr o xi m at el y 5 0 0 µ L e a c h. T h e r efr a cti v e i n d e x of e a c h fr a cti o n 
w as d et er mi n e d usi n g a B a us c h a n d L o m b r efr a ct o m et er, a n d us e d t o c al c ul at e s ol uti o n 
d e nsit y usi n g t h e f or m ul a d e nsit y = 3. 3 5 0 8 x (r efr a cti v e i n d e x) - 3. 4 6 7 5. Fr a cti o ns w er e 
st or e d o n i c e or at 1 0 ° C, a n d us e d wit hi n 2 4 h f or a pl at e -b as e d N a n o L u c ass a y, Li p o Gl o -
el e ctr o p h or esis, a n d n e g ati v e -st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y. N ot e t h at t h e hi g h pr ot ei n a n d 
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i o di x a n ol c o nt e nt of fr a cti o n 1 ( hi g h est d e nsit y) i ntr o d u c es artif a cts i n t h e n ati v e g el a n d 
w as t h er ef or e e x cl u d e d, w hi c h all o w e d l a n e 1 t o b e d e di c at e d t o t h e Di -I L D L st a n d ar d.  
 
N e g ati v e -st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y  
 Fr a cti o ns 4, 7, a n d 1 0 fr o m t h e D G U C e x p eri m e nts o utli n e d a b o v e w er e s u bj e ct e d 
t o n e g ati v e-st ai ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y [ 2 4 4]. 3 0 0-m es h c o p p er gri ds c o at e d wit h 1 0 
n m f or m v ar a n d 1 n m c ar b o n ( El e ctr o n Mi cr os c o p y S ci e n c es, F C F 3 0 0 -C u) w er e i o ni z e d 
usi n g t h e gl o w dis c h ar g e fil a m e nt i n a D e nt o n Va c u u m d v -5 0 2 e v a p or at or at 7 5 m T orr f or 
3 0 s e c o n ds. A nti -c a pill ar y f or c e ps w er e t h e n us e d t o h ol d t h e gri ds i n a h u mi difi e d 
c h a m b er, a n d 3 µ L of t h e s a m pl e w as c ar ef ull y pl a c e d o n t h e s urf a c e of t h e gri d a n d 
i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 1 0 mi n ut es t o all ow t h e li p o pr ot ei ns t o a d h er e t o t h e 
gri d. T h e gri d w as t h e n ri ns e d i n 5 dr o pl ets of R O -w at er a n d t h e n fi n all y 2 dr o pl ets of 2 % 
ur a n yl a c et at e, a n d t o u c h e d li g htl y t o a pi e c e of filt er p a p er t o r e m o v e e x c ess st ai n. Gri ds 
w er e i m a g e d at 2 6, 0 0 0 x m a g nifi c ati o n  o n a Te c n ai 1 2 tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr os c o p e.  
 
West er n Bl otti n g  
 Pr ot ei n e xtr a cti o n w as p erf or m e d o n 1 0 p o ol e d 3 d pf l ar v a e p er s a m pl e. L ar v a e 
w er e tr a nsf err e d t o a 1. 5 m L mi cr o c e ntrif u g e t u b e, e x c ess li q ui d w as r e m o v e d, a n d 1 0 0 
µ L of RI P A b uff er c o nt ai ni n g  3 x pr ot e as e i n hi bit or c o c kt ail w as a d d e d. L ar v a e w er e 
i m m e di atel y h o m o g e ni z e d usi n g a p ell et p estl e, a n d i n c u b at e d at 4 ° C f or 1 5 mi n ut es wit h 
s h a ki n g. S a m pl es w er e t h e n c e ntrif u g e d at 1 2, 0 0 0 r cf f or 5 mi n ut es a n d t h e s u p er n at a nt 
w as mi x e d wit h a n e q u al v ol u m e of 2 x L a e m mli b uff er ( Bi o R a d, 1 6 1 0 7 3 7) a n d h e at e d t o 
9 5 ° C f or 5 mi n ut es i n a t h er m al c y cl er. DiI -L D L ( L 3 4 8 2, T h er m of is h er S ci e ntifi c) w as 
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dil ut e d 1 0 0 -f ol d i n RI P A b uff er a n d e xtr a ct e d as a b o v e t o b e us e d as a n i n di c at or of t h e 
mi gr ati o n p att er n of A P O B, a n d H al o -Ta g g e d N a n o L u c pr ot ei n ( Pr o m e g a, C S 1 8 8 4 0 1) 
w as dil ut e d 1 0, 0 0 0 -f ol d i n RI P A b uff er a n d us e d as a n i n di c at or of t h e mi gr ati o n of fr e e 
N a n o L u c pr ot ei n. Pr e cisi o n Pl us Pr ot ei n All Bl u e Pr est ai n e d Pr ot ei n St a n d ar ds ( Bi o R a d, 
1 6 1 0 3 7 3) w as us e d as a m ol e c ul ar w ei g ht m ar k er.  
 2 5 µ L of t h e r es ulti n g s a m pl e w as l o a d e d o nt o a pr e c ast 4 -2 0 % gr a di e nt g el 
( Bi o R a d, 4 5 6 1 0 9 3) a n d s e p ar at e d at 7 0 V f or 3 0 mi n ut es a n d 9 0 V f or 6 0 mi n ut es. 
Pr ot ei ns w er e t h e n tr a nsf err e d t o a P V D F m e m br a n e wit h t h e Tr a ns -bl ot T ur b o Tr a nsf er 
S yst e m ( Bi o R a d, 1 7 0 4 1 5 0) usi n g a c ust o m tr a nsf er pr o gr a m o pti mi z e d t o e ns ur e tr a nsf er 
of hi g h -m ol e c ul ar w ei g ht p r ot ei ns ( 1. 3 A m p c o nst a nt f or 1 5 mi n ut es). T h e bl ot w as 
bl o c k e d i n 5 % mil k f or 1 h o ur, a n d t h e n pr o b e d si m ult a n e o usl y wit h pri m ar y a nti b o di es 
bi n di n g N a n o L u c ( R & D S yst e ms, M A B 1 0 0 2 6 -1 0 0, 1: 2 0 0 dil uti o n) a n d h u m a n A P O B 
( M eri di a n Lif e S ci e n c es, K 4 5 2 5 3 G, 1: 2 0 0  dil uti o n ) f or 4 h o urs at r o o m t e m p er at ur e i n 
2. 5 % mil k. T h e bl ot w as t h e n ri ns e d 3 ti m es f or 5 mi n ut es e a c h i n T B S T, a n d pr o b e d wit h 
fl u or es c e nt s e c o n d ar y a nti b o di es ( LI C O R Bi os ci e n c es, I R D y e 8 0 0 C W D o n k e y a nti-G o at 
I g G, 9 2 5-3 2 2 1 4, a n d  I R D y e 6 8 0 R D D o n k e y a nti -M o us e I g G, 9 2 5 -6 8 0 7 2, 1: 5, 0 0 0 
dil uti o n) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e. T h e bl ot w as t h e n ri ns e d as a b o v e a n d i m a g e d i n 
t h e 7 0 0 a n d 8 0 0 n m c h a n n els f or 2 mi n ut es e a c h usi n g t h e O d yss e y F c ( LI-C O R 
Bi os ci e n c es).  
 
D N A e xtr a cti o n a n d G e n ot y pi n g  
S o ni c ati o n  of z e br afis h l ar v a e is a c o n v e ni e nt m et h o d f or hi g hl y -p ar all eli z e d 
h o m o g e ni z ati o n, as a f ull pl at e ( 9 6 s a m pl es) c a n b e pr o c ess e d si m ult a n e o usl y. H o w e v er, 
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t his pr o c ess s h e ars D N A i nt o si g nifi c a ntl y s m all er fr a g m e nts, m e a ni n g l o n g er a m pli c o ns 
will a m plif y l ess effi ci e ntl y or n ot at all. T o cir c u m v e nt t his iss u e, g e n ot y pi n g pr ot o c ols 
f or t his st u d y w er e d esi g n e d t o us e s m all a m pli c o ns (l ess t h a n 3 5 0 b p). If i nt a ct D N A is 
n e e d e d f or d o w nstr e a m a p pli c ati o ns, t h e p ell et -p estl e m et h o d c a n b e us e d 
i nt er c h a n g e a bl y wit h s o ni c ati o n.  
D N A e xtr a cti o n of l ar v al h o m o g e n at e c a n b e a c hi e v e d wit h a m o difi e d v ersi o n of t h e 
H ot S h ot D N A e xtr a cti o n pr ot o c ol [ 2 6 3]. 1 0 µ L h o m o g e n at e is tr a nsf err e d t o a p cr 
t u b e/ pl at e c o nt ai ni n g 1 0 µ L of 1 0 0 m M N a O H, a n d h e at e d at 9 5 ° C f or 2 0 mi n ut es. T h e 
s ol uti o n w as t h e n n e utr ali z e d wit h a n e q u al v ol u m e ( 2 0 µ L) of 1 0 0 m M Tris p H 8, a n d 
eit h er st or e d fr o z e n ( -2 0 ° C) or us e d i m m e di at el y as a t e m pl at e f or g e n ot y pi n g P C R ( 2 µ L 
p er r e a cti o n).  
G e n ot y pi n g w as c arri e d o ut usi n g g e n e -s p e cifi c pri m ers ( Ta bl e 1). T h e A p o B b. 1 -
N a n o L u c l o c us w as g e n ot y p e d usi n g 3 pri m ers wit h fi n al c o n c e ntr ati o ns as f oll o ws:  
1 µ M pri m er 9, . 2 µ M pri m er 1 0, a n d . 8 µ M pri m er 1 1. T his r ati o pr o vi d es si mil ar b a n d 
i nt e nsit y f or t h e 1 1 3 b p pr o d u ct i n di c ati n g pr es e n c e of t h e W T all el e, a n d t h e 1 6 1 b p 
pr o d u ct i n di c ati n g N a n o L u c f usi o n all el e ( T a = 5 7 ° C, e xt e nsi o n ti m e 2 0’’) i n 
h et er o z y g ot es ( o nl y o n e b a n d will a m plif y i n h o m o z y g o t es). T h e mt p g e n ot y pi n g l o c us 
w as a m plifi e d usi n g pri m ers 1 2 a n d 1 3 (. 5 µ M e a c h, T a = 6 0 ° C, e xt e nsi o n ti m e 3 0’’), a n d 
di g est e d wit h 3 u nits of A v aII r estri cti o n e n z y m e, w hi c h c uts t h e m ut a nt ( stlI) all el e. 
Wil d -t y p e z e br afis h s h o ul d h a v e a si n gl e 1 5 7 b p b a n d, h o m o z y g o us m ut a nts s h o ul d h a v e 
a s h ort er 1 2 9 b p b a n d, a n d h et er o z y g ot es s h o ul d h a v e b ot h b a n ds pr es e nt ( n ot e t h e 2 8 b p 
fr a g m e nt is n ot us u all y d et e ct a bl e). T h e a p o C 2 g e n ot y pi n g l o c us w as a m plifi e d usi n g 
pri m ers 1 4 a n d 1 5 (. 5 µ M e a c h, T a = 5 7 ° C, e xt e nsi o n ti m e 3 0’’), a n d di g est e d wit h 3 u nits 
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Pri m er	 # P ur p o s e S e q u e n c e
1 g e n er at e	 p M E	 N a n o L u c	 F G G G	 G A C	 A A G	 T T T	 G T A	 C A A	 A A A	 A G C	 A G G	 C T T	 G A T	 G G T	 C T T	 C A C	 A C T	 C G A	 A G A	 T T T	 C
2 g e n er at e	 p M E	 N a n o L u c	 R G G G	 G A C	 C A C	 T T T	 G T A	 C A A	 G A A	 A G C	 T G G	 G T T	 T A C	 G C C	 A G A	 A T G	 C G T	 T C G	 C A
3 g e n er at e	l eft	 h o m ol o g y	 ar m	 F G G G	 G A C	 A A C	 T T T	 G T A	 T A G	 A A A	 A G T	 T G C	 G C T	 G C C	 T G G	 A A T	 G A A	 T G A	 A G C
4 g e n er at e	l eft	 h o m ol o g y	 ar m	 R G G G	 G A C	 T G C	 T T T	 T T T	 G T A	 C A A	 A C T	 T G T	 C T G	 G A A	 A A A	 T G G	 G A G	 A G G	 A A G
5 g e n er at e	ri g ht	 h o m ol o g y	 ar m	 F G G G	 G A C	 A G C	 T T T	 C T T	 G T A	 C A A	 A G T	 G G A	 A T A	 T G G	 T C A	 T T C	 T G A	 A C A	 G A A	 A G T	 A A A
6 g e n er at e	ri g ht	 h o m ol o g y	 ar m	 R G G G	 G A C	 A A C	 T T T	 G T A	 T A A	 T A A	 A G T	 T G G	 G T A	 A G G	 C A G	 A C A	 T C A	 G T T	 T G T	 A A G
7 t est	 T A L E N	 c utti n g	 effi ci e n c y	 F T G C	 A A T	 G A A	 G C A	 A A T	 C G A	 A A G	 T C
8 t est	 T A L E N	 c utti n g	 effi ci e n c y	 R A A G	 A T T	 G G G	 T C G	 T G T	 T G C	 A T
9 g e n ot y p e	 Li p o Gl o	 F G C T	 T C C	 T C T	 C C C	 A T T	 T T T	 C C
1 0 g e n ot y p e	 Li p o Gl o	 R 1 C C C	 C G A	 G A T	 T C T	 G A A	 A C A	 A A C
1 1 g e n ot y p e	 Li p o Gl o	 R 2 A A G	 T G T	 C C A	 T T G	 G C T	 T C G	 A T
1 2 g e n ot y p e	 mt p	 F G T C	 T G A	 G G T	 T C A	 G A T	 G T A	 C C T	 G T T	 A G G	 A C
1 3 g e n ot y p e	 mt p	 R C T C	 T G C	 T G T	 G A T	 G A G	 C G C	 A G G
1 4 g e n ot y p e	 a p o c 2	 F G A G	 C G G	 A G A	 G C T	 T T C	 G T G	 T
1 5 g e n ot y p e	 a p o c 2	 R C T T	 C C A	 G C T	 T G T	 A G C	 C C T	 T G
1 6 g e n ot y p e	 pl a 2 g 1 2 b	 F A C A	 A G G	 G A A	 A G C	 A A A	 C C A	 A A
1 7 g e n ot y p e	 pl a 2 g 1 2 b	 R C A G	 T G T	 T G T	 A C A	 T G G	 T G T	 C T G	 C
S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1: 
Pri m ers us e d i n t hi s st u d y.
T a bl e 1: 
P ri m e r s a n d pl a s mi d s u s e d i n t hi s st u d y.
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of Bts α I r estri cti o n e n z y m e, w hi c h c uts t h e W T all el e b ut n ot t h e s d 3 8 m ut a nt all el e. 
Wil d -t y p e z e br afis h s h o ul d h a v e 1 0 2 a n d 4 5 b p b a n ds, h o m o z y g o us m ut a nts s h o ul d h a v e 
a si n gl e 1 4 7 b p b a n d, a n d h et er o z y g ot es s h o ul d h a v e all 3 b a n ds pr es e nt. T h e pl a 2 g 1 2 b 
g e n ot y pi n g l o c us w as a m plifi e d usi n g pri m ers 1 6 a n d 1 7 (. 5 µ M e a c h, T a = 5 7 ° C, 
e xt e nsi o n ti m e 3 0’’), a n d di g est e d wit h 3 u nits of Bts α I r estri cti o n e n z y m e, w hi c h c uts t h e 
m ut a nt (s a 6 5 9) all el e. Wil d -t y p e z e br afis h s h o ul d h a v e a si n gl e 1 5 0 b p b a n d, 
h o m o z y g o us m ut a nts s h o ul d h a v e a s h ort er 1 1 1 b p b a n d, a n d h et er o z y g ot es s h o ul d h a v e 
b ot h b a n ds pr es e nt ( n ot e t h e 3 9 b p fr a g m e nt is n ot us u all y d et e ct a bl e).  
 
Te c h ni c a l n ot es a n d tr o u bl es h o oti n g 
N a n o L u c B uff er  
 T h e N a n o L u c e n z y m e is a cti v e i n v ari o us b uff ers, b ut t h e k e y c o nsi d er ati o n is t o 
e ns ur e t h at s u bstr at e is i n e x c ess. M a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns di ct at e t h at 1 m L of B uff er 
pl us 2 0 µ L of s u bstr at e s ol uti o n c o nstit ut es a 2 x b uff er, b ut w e h a v e f o u n d t h at t h is 2 x 
b uff er c a n b e dil ut e d 4 -f ol d i n P B S a n d t h e s u bstr at e r e m ai ns i n si g nifi c a nt e x c ess.  
 
H y dr o p h o bi c c o ati n g of Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis pl at es  
 T h e m ost li k el y s o ur c e of artif a cts i n t h e Li p o Gl o-el e ctr o p h or esis  pr ot o c ol ar e 
fr o m str et c hi n g or dist orti on of t h e fr a gil e 3 % p ol y a cr yl a mi d e g el w hil e r e m o vi n g t h e 
s h ort pl at e fr o m t h e g el. T o cir c u m v e nt t his iss u e, t h e s h ort pl at es w er e c o at e d o n b ot h 
si d es wit h R ai n -X ori gi n al gl ass w at er r e p ell e nt ( R ai n -X, 3. 5 o z. b ottl e). T his 
h y dr o p h o bi c c o ati n g gr e atl y f a cilit at es r e m o v al of t h e s h ort pl at e w hil e l e a vi n g t h e 
u n dist ort e d g el r esti n g o n t h e s p a c er pl at e. T his c o ati n g is s e mi -p er m a n e nt, s o it is 
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r e c o m m e n d e d t h at a s et of c o at e d s h ort pl at es b e d e di c at e d f or t his p ur p os e a n d r e a p pli e d 
wit h c o ati n g as n e e d e d.  
 T his h y dr o p h o bi c c o ati n g als o r e d u c es fri cti o n b et w e e n t h e s h ort pl at e a n d t h e 
s p a c er pl at e, s o it is i m p ort a nt t h at t h e pl at es ar e ali g n e d pr o p erl y i n t h e c asti n g fr a m es 
a n d pl a c e d v er y g e ntl y i n t h e c asti n g st a n ds. T o o m u c h pr ess ur e fr o m t h e c asti n g st a n d 
c a n c a us e t h e pl at es t o sli d e o ut of ali g n m e nt a n d l e a d t o l e a ki n g d uri n g c asti n g.  
 
I m a gi n g of Li p o Gl o-el e ctr o p h or esis g els  
 T h e O d yss e y F c off ers s e nsiti v e si g n al d et e cti o n as w ell as m ulti -c ol or d et e cti o n, 
a n d is t h er ef or e i d e al f or i m a gi n g li p o pr ot ei n g els. H o w e v er, if t his e q ui p m e nt is n ot 
a v ail a bl e, alt er n ati v e g el i m a gi n g s yst e ms or a s e nsiti v e c a m er a ar e c a p a bl e of i m a gi n g 
t h e g el as w ell, as t h e c h e mil u mi n es c e nt si g n al s h o ul d b e d et e ct a bl e b y ess e nti all y a n y 
d et e ct or alt h o u g h t h e e x p os ur e ti m e m a y n e e d t o b e i n cr e as e d t o t h e or d er of mi n ut es 
d e p e n di n g o n t h e s e nsiti vit y of t h e d et e ct or. If si m ult a n e o us i m a gi n g i n c h e mil u mi n es c e nt 
a n d fl u or es c e nt c h a n n els is n ot a v ail a bl e, a l ar g e ali q u ot of z e br afis h h o m o g e n at e (s u c h 
as 6 d pf l ar v a e) c a n b e p o ol e d, ali q u ot e d, fr o z e n, a n d us e d as a n alt er n ati v e mi gr ati o n 
n or m ali z ati o n st a n d ar d.  
 
N a n o L u c i m a gi n g  
 Ess e nti all y all b a c k gr o u n d si g n al i n t his i m a gi n g p ar a di g m c o m es fr o m t w o 
s o ur c es: el e ctri c al n ois e fr o m t h e c a m er a, a n d li g ht c o nt a mi n ati o n fr o m t h e e n vir o n m e nt. 
C a m er a n ois e c a n b e att e n u at e d b y usi n g a n a cti v el y c o ol e d c a m er a a n d b y e n a bli n g a 
bl a n k -s u b tr a cti o n s etti n g t o eli mi n at e h ot pi x els. T o r e d u c e c o nt a mi n ati n g li g ht fr o m t h e 
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e n vir o n m e nt, w e r e c o m m e n d c oll e cti n g i m a g es i n a d ar k r o o m a n d s hr o u di n g t h e st a g e 
a n d/ or mi cr os c o p e t o pr e v e nt li g ht fr o m r e a c hi n g t h e i m a gi n g p at h. A d diti o n all y, w e h a v e 
f o un d t h at t h e Z eiss A xi o z o o m V 1 6 c o nt ai ns i nfr ar e d e mitt ers a n d d et e ct ors wit hi n t h e 
i m a gi n g p at h, w hi c h r es ult i n v er y hi g h b a c k gr o u n d w h e n l o n g e x p os ur es ar e us e d. T o 
o v er c o m e t his iss u e, w e pl a c e d a Z eiss B G 4 0 I R bl o c ki n g filt er i n fr o nt of t h e c a m er a 
w hi c h eff e cti v el y filt er e d t h e c o nt a mi n ati n g i nfr ar e d li g ht.  
 
S ol uti o ns/ R e ci p es  
A p o B -L P St a bili z ati o n B uff er ( 2 x):  F or r o uti n e pr e p ar ati o n of z e br afis h h o m o g e n at e  
1 C o M pl et e mi ni pr ot e as e i n hi bit or t a bl et  
4 0 0 µ L . 5 M E G T A ( p H 8)  
1 g S u cr os e  
A dj ust v ol u m e t o 5 m L wit h r e v ers e os m osis ( R O) w at er      
 
S u cr os e -fr e e A p o B-L P St a bili z ati o n B uff er ( 2 x):  F or pr e p ar ati o n of z e br afis h 
h o m o g e n at e f or ultr a c e ntrif u g ati o n  
1 C o M pl et e mi ni pr ot e as e i n hi bit or t a bl et  
4 0 0 µ L . 5 M E G T A ( p H 8)  
A dj ust v ol u m e t o 5 m L wit h R O w at er      
 
Dil ut e d N a n o L u c B uff er ( 2 x):  F or pl at e -b as e d m e as ur e m e nt of N a n o L u c a cti vit y  
 1 m L N a n o -Gl o b uff er  
 3 m L P B S  
 1 4 4  
 2 0 µ L N a n o L u c S u bstr at e (f uri m a zi n e s ol uti o n)  
 
3 % N ati v e P ol y a cr yl a mi d e g els ( 3 2 m L, ~ 4 mi ni g els):  F or Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis  of 
A p o B -L Ps fr o m l ar v al h o m o g e n at e  
 2 2. 9 m L R O w at er  
 6. 4 m L 5 x T B E  
 2. 4 m L 4 0 % 1 9: 1 p ol y a cr yl a mi d e: bis  
  à D e -g as u n d er v a c u u m f or 3 0 mi n ut es  
 2 5 0 µ L 1 0 % A P S  
 2 0 µ L T E M E D  
  à q ui c kl y mi x b y g e ntl e i n v ersi o n a n d tr a nsf er t o c asti n g pl at es  
  
Di -I L D L Li p o pr ot ei n mi gr ati o n st a n d ar d: F or n or m ali z ati o n of el e ctr o p h or eti c m o bilit y 
i n L a d d er U nits 
2 0 0 µ L DiI L D L ( L 3 4 8 2, T h er m ofis h er S ci e ntifi c)  
4 m L 1 x T B E  
. 4 8 g s u cr os e (f or 1 0 %) 
A dj ust fi n al v ol u m e t o 4. 8 m L wit h T B E  
 à Di vi d e i nt o 5 0 µ L ali q u ots a n d st or e at -8 0 ° C  
 
5 x l o a di n g d y e:  F or l o a di n g h o m o g e n at e i nt o Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis g els  
 4 g s u cr os e  
 2 5 m g br o m o p h e n ol bl u e  
 1 4 5  
 A dj ust t o 1 0 m L wit h T B E  
 
G el i m a gi n g s ol uti o n ( 1 g el):  F or i n -g el c h e mil u mi n es c e nt i m a gi n g of N a n o L u c  
 1 m L T B E  
 2 µ L f uri m a zi n e s u bstr at e  
 
M o u nti n g a n d I m a gi n g s ol uti o n ( 1 m L, ~ 2 0 l ar v a e):  F or i m a gi n g of A p o B -L P distri b uti o n 
i n i nt a ct l ar v a e 
 . 1 g l o w-m elt a g ar os e  
 1 0 m L 1 x T B E  
  à h e at i n mi cr o w a v e ( 5 -1 5 s e c o n ds) a n d s wirl u ntil diss ol v e d  
  à Distri b ut e t o 1 m L ali q u ots i n 4 2 ° C h e at bl o c k  
 A d d 1 0 µ L f uri m a zi n e t o 1 m L li q ui d a g ar os e j ust pri or t o m o u nti n g  
 
 
H E P E S -B uff er e d S ali n e:  F or est a blis hi n g d e nsit y gr a di e nt f or ultr a c e ntrif u g ati o n  
 . 8 5 g N a Cl 
 1 0 m L 1 M H E P E S b uff er ( p H 7. 4)  
 9 0 m L R O w at er  
 
RI P A b uff er ( 1 5 m L): F or h o m o g e ni z ati o n of z e br afis h l ar v a e f or w est er n bl otti n g  
 1. 5 m L 1 0 % N P -4 0  
1. 5 m L S o di u m D e o x y c h ol at e  
 1 4 6  
1. 5 m L 1 0 %  S D S  
2. 2 5 m L of 1 M N a Cl  
1. 5 m L . 1 M S o di u m P h os p h at e  
. 3 m L . 1 M E D T A 
1. 8 m L PI c o c kt ail ( 1 t a bl et diss ol v e d p er m L w at er)  
7 5 µ L 2 0 0 m M P M S F  
1 5 0 µ L 1 0 0 m M S o di u m Ort h o v a n a d at e  
5. 8 m L R O w at er  
 
Q u a ntifi c ati o n a n d st atisti c al a n al ys es  
 All d at as ets w er e i niti all y s u bj e ct e d t o L e v e n e’s t est f or h o m o g e n eit y of v ari a n c e. 
F or d at as ets wit h a si n gl e f a ct or a n d u nif or m v ari a n c e, a o n e -w a y A N O V A w as us e d t o 
t est f or a m ai n eff e ct, a n d T u k e y’s H S D w as us e d f or p ost h o c t esti n g. If v ari a n c e w as not 
u nif or m ( L e v e n e’s <. 0 5), Wel c h’s A N O V A wit h a p ost h o c G a m es -H o w ell t est w as us e d 
as t h es e t ests ar e r o b ust t o t h e ass u m pti o n of u n e q u al v ari a n c e. F or t w o -f a ct or d at as ets, 
t h e R o b ust T w o-F a ct or A N O V A w as us e d wit h a p ost h o c G a m es -H o w ell t est. * d e n ot es  
p <. 0 1, * * d e n ot es p <. 0 0 1, a n d * * * d e n ot es p <. 0 0 0 1. F or Li p o Gl o -el e ctr o p h or esis 
e x p eri m e nts, st atisti c al t ests w er e r u n i n d e p e n d e ntl y f or e a c h of t h e f o ur gr o u ps of bi n n e d 
d at a ( Z M, V L D L, I D L, a n d L D L). I n t his c as e, B o nf err o ni c orr e cti o n w as us e d t o a dj us t 
f or m ulti pl e c o m p aris o ns ( c orr e ct e d si g nifi c a nt p <. 0 1 2 5). B o nf err o ni c orr e cti o n w as als o 
a p pli e d t o t h e Li p o Gl o -Mi cr os c o p y e x p eri m e nts w hi c h ar e bi n n e d i nt o t hr e e gr o u ps, s o a 
si g nifi c a nt t hr es h ol d w as s et at p <. 0 1 7. All st atisti cs w er e r u n usi n g X L S T A T,  wit h t h e 
e x c e pti o n of t h e R o b ust T w o -F a ct or A N O V A w hi c h w as e x e c ut e d i n R usi n g t h e 
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p b a d 2 w a y f u n cti o n i n t h e W R S 2 p a c k a g e ( htt ps:// cr a n.r -
pr oj e ct. or g/ w e b/ p a c k a g es/ W R S 2/i n d e x. ht ml ).  
 O n e of t h e str e n gt hs of a c h e mil u mi n es c e nt r e p ort er is t h at it h as e x c ell e nt si g n al 
t o b a c k gr o u n d r ati os. I n o ur h a n ds, t h e si g n al t o b a c k gr o u n d r ati o v ari es si g nifi c a ntl y 
b et w e e n ass a ys, r e a c hi n g a p pr o xi m at el y 3 0 0, 0 0 0: 1 i n pl at e -b as e d ass a ys, 3 0: 1 i n g el -
b as e d ass a ys, a n d 1 3: 1 i n mi cr os c o p y ass a ys ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. 1 4 i). Bl a n k s u btr a cti o n 
w as t h er ef or e n ot p erf or m e d f or t h e a b o v e a n al ys es, as it w as f o u n d n ot t o h a v e a n i m p a ct 
o n t h e r es ults. T his is li k el y d u e t o t h e f a ct t h at b a c k gr o u n d si g n al is n e gli gi bl e i n t h e 
pl at e -b as e d ass a ys, a n d t h e r e m ai ni n g ass a ys n ot o nl y  h a v e v er y l o w l e v els of b a c k gr o u n d 
si g n al, b ut ar e als o q u a ntifi e d i n t er ms of r el ati v e (r at h er t h a n a bs ol ut e) si g n al a n d t h us 
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A b st r a ct  
 
S er u m l e v els of tri gl y c eri d e -ri c h li p o pr ot ei ns ( T R Ls) ar e o n e of t h e str o n g est 
d et er mi n a nts of c ar di o m et a b oli c dis e as e ris k. W hil e m a n y pr ot ei ns ar e k n o w n t o b e 
i n v ol v e d i n t h e br e a k d o w n a n d t ur n o v er of T R Ls i n t h e pl as m a, f ar f e w er h a v e b e e n 
i d e ntifi e d t hat c o ntri b ut e t o T R L bi o g e n esis. N as c e nt T R Ls h a v e l o n g b e e n t h o u g ht t o 
f us e wit h li pi d dr o pl ets pr es e nt i n t h e E R l u m e n ( E R-L Ds), b ut n o g e n es i n v ol v e d i n t his 
pr o c ess h a v e y et b e e n i d e ntifi e d. H er e I pr o vi d e e vi d e n c e t h at  P h os p h oli p as e A 2 Gr o u p 
1 2 B ( Pl a 2 g 1 2 b) m a y s er v e as t h e m ol e c ul ar s c aff ol d t h at m e di at es f usi o n b et w e e n 
l u m e n al li pi d dr o pl ets a n d n as c e nt li p o pr ot ei ns. I s h o w t h at i n t h e a bs e n c e of f u n cti o n al 
Pl a 2 g 1 2 b pr ot ei n, a b n or m all y s m all li pi d -p o or T R Ls ar e s e cr et e d a n d hi g h n u m b ers of 
E R -L Ds a c c u m ul at e i n li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es. Pl a 2 g 1 2 b h as b e e n s h o w n n ot t o 
bi n d or cl e a v e p h os p h oli pi d s u bstr at es i n vitr o o wi n g t o m ut ati o ns i n t h e c at al yti c sit e, 
s u g g esti n g it m a y a ct t hr o u g h p h os p h oli p as e -i n d e p e n d e nt m e c h a nis ms. A m ut ati o n s eri es 
w as us e d  t o i d e ntif y ess e nti al r esi d u es wit hi n t h e pr ot ei n, r e v e ali n g t w o disti n ct 
f u n cti o n al d o m ai ns t h at m a y r e pr es e nt t h e T R L a n d E R-L D i nt er a cti n g s urf a c es. F urt h er 
eff orts t o c h ar a ct eri z e t h e i nt er a cti n g p art n ers of Pl a 2 g 1 2 b ar e c urr e ntl y u n d er w a y wit h 
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I nt r o d u cti o n  
 
Tri gl y c eri d e -ri c h li p o pr ot ei ns ( T R Ls) ar e mi c ell e-li k e p arti cl es t h at s er v e t o 
s h uttl e h y dr o p h o bi c li pi ds t hr o u g h o ut t h e cir c ul ati o n [ 5]. C h yl o mi cr o ns s e cr et e d b y t h e 
i nt esti n e ar e t h e l ar g est cl ass of T R Ls, a n d  ar e p arti all y di g est e d b y li p as es i n t h e 
cir c ul ati o n (li p ol ysis) b ef or e b ei n g t a k e n u p b y t h e li v er t hr o u g h r e c e pt or -m e di at e d 
e n d o c yt osis [ 2 6 4]. T h e li v er pr o d u c es a s m all er cl ass of T R Ls c all e d v er y-l o w-d e nsit y 
li p o pr ot ei ns ( V L D L), w hi c h ar e li p ol y z e d b y t h e s a m e cir c ul ati n g li p as es t o pr o gr essi v el y 
s m all er li p o pr ot ei ns i n cl u di n g l o w -d e nsit y li p o pr ot ei ns ( L D L). T R Ls h a v e b e e n 
e xt e nsi v el y st u di e d n ot o nl y f or t h eir ess e nti al r ol e i n li pi d tr a ns p ort, b ut als o f or t h eir 
c o ntri b uti o n t o  c ar di o m et a b oli c dis e as e [ 1 8]. C oll e cti v el y, T R Ls a n d t h eir d eri v at es ar e 
c o nsi d er e d t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, as t h e y c o ntri b ut e dir e ctl y t o t h e f or m ati o n of 
f att y str e a ks i n t h e art eri al w all [ 1 9]. A c c or di n gl y, l e v els of c h ol est er ol, tri gl y c eri d es, a n d 
pr ot ei n c arri e d b y t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns c o nstit ut e t hr e e of  t h e str o n g e st ris k 
f a ct ors f or d e v el o pi n g c ar di o v as c ul ar dis e as e [ 3 9, 2 1 8, 2 1 9].  
T h e bi o g e n esis of T R Ls b e gi ns wit h  t h e s y nt h esis of a n o bli g at e str u ct ur al pr ot ei n 
c all e d A p oli p o pr ot ei n -B ( A p o B) [ 1 2]. T his l ar g e a m p hi p at hi c pr ot ei n s er v es as t h e 
sc aff ol d f or ass e m bl y of li p o pr ot ei n p arti cl e s, a n d als o s er v es as t h e bi n di n g d o m ai n f or 
n u m er o us c of a ct ors a n d r e c e pt ors i n v ol v e d i n T R L pr o c essi n g [ 1 1]. As A p o B is 
tr a nsl at e d a n d tr a nsl o c at e d t o t h e E R-l u m e n, n e utr al li pi ds ar e als o s y nt h esi z e d b et w e e n 
t h e i n n er a n d o ut er l e afl ets of t h e E R m e m br a n e [ 5 6]. T h e e n z y m e Micr os o m al 
Tri gl y c eri d e Tr a nsf er Pr ot ei n ( M T P) t h e n tr a nsf ers b ot h tri gl y c eri d e a n d p h os p h oli pi d 
fr o m t h e E R-m e m br a n e t o t h e li pi d -bi n di n g p o c k et of A p o B, f or mi n g a n as c e nt T R L 
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[ 2 3 7]. I n t h e a bs e n c e of M T P a cti vit y or s uffi ci e nt li pi d a v ail a bilit y, t h e h y dr o p h o bi c 
d o m ai ns of A p o B r e m ai n e x p os e d a n d t h e pr ot ei n is r a pi dl y d e gr a d e d b y t h e E R -
ass o ci at e d d e gr a d ati o n ( E R A D ) p at h w a y [ 2 3 2].  
T h e st e ps f oll o wi n g t his i niti al li pi d ati o n r e m ai n p o orl y u n d erst o o d. T w o 
c o m p eti n g b ut n o n -e x cl usi v e m o d els h a v e b e e n pr o p os e d t o  e x pl ai n t h e s u bs e q u e nt 
li pi d ati o n a n d e x p a nsi o n of n as c e nt T R Ls. O n e m o d el i n v ol v es t h e c o nti n u e d a cti o n of 
M T P t o tr a nsf er li pi d dir e ctl y fr o m t h e E R -m e m br a n e t o t h e T R L  [ 2 6 5]. T h e s e c o n d 
m o d el i n v ol v es t h e f usi o n of n as c e nt T R Ls wit h l i pi d dr o pl ets i n t h e l u m e n of t h e 
e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R -L Ds), wit h e a c h f usi o n e v e nt c o ntri b uti n g a l ar g e b ol us of 
li pi d t o t h e T R L [ 6 3, 6 4]. H o w e v er, as p e cts of t h es e m o d els r e m ai n u n cl e ar or u nt est e d.  
Firstl y, t h er e ar e n o k n o w n m ar k ers or r e g ul at ors  of E R -L Ds. T h e y ar e t h o u g ht t o 
f or m w h e n M T P us es li pi d fr o m t h e E R t o g e n er at e a n A p o B-fr e e li pi d dr o pl et wit hi n t h e 
E R l u m e n [ 6 2].  H o w e v er, a s b ot h c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets a n d l u m e n al T R Ls r e q uir e 
a d diti o n al pr ot ei ns (s u c h as p erili pi ns a n d a p oli p o pr ot ei ns) [ 6 0, 6 1], it is li k el y t h at 
a d diti o n al pr ot ei ns ar e r e q uir e d t o r e g ul at e E R -L D f or m ati o n t h at h a v e n ot y et b e e n 
i d e ntifi e d.  
A d diti o n all y, it is u n cl e ar h o w E R -L D f usi o n wit h n as c e nt T R Ls is r e g ul at e d. T h e 
c o nsist e n c y of T R L pr o d u cti o n wit hi n t h e s a m e tiss u e s i m pli es t h er e ar e m e c h a nis ms i n 
pl a c e t o r e g ul at e E R -L D si z e a n d c at al y z e f usi o n wit h n as c e nt T R Ls. B y c o ntr ast, T R Ls 
pr o d u c e d b y t h e i nt esti n e ar e v astl y diff er e nt si z es t h a n t h os e pr o d u c e d b y t h e li v er  [ 5]. 
T his o bs er v ati o n f urt h er s u p p orts t h e e xist e n c e of r e g ul at or y m e c h a nis ms t h at ar e t u n e d 
diff er e ntl y b et w e e n tiss u es. W hil e t h er e is str o n g e vi d e n c e f or f usi o n b et w e e n n as c e nt 
c h yl o mi cr o ns a n d E R -L Ds i n e nt er o c yt es [ 2 6 6, 2 6 7], e vi d e n c e t h at t his pr o c ess als o 
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o c c urs i n h e p at o c yt es t o f or m V L D L is l ar g el y s p e c ul ati v e. T h e E R -L D f usi o n p at h w a y 
m a y t h er ef or e o nl y b e a cti v e i n tiss u es pr o d u ci n g e xtr e m el y l ar g e li p o pr ot ei ns . 
L astl y, it is als o u n k n o w n h o w li pi ds s y nt h esi z e d i n t h e E R m e m br a n e ar e 
p artiti o n e d b et w e e n t h eir m a n y p ot e nti al f at es. A g e n er all y a c c e pt e d  m o d el p osits t h at 
li pi d dr o pl ets f or m b y gr o wi n g a li pi d l e ns i n t h e E R t h at s u bs e q u e ntl y b u ds off i nt o t h e 
c yt o pl as m [ 5 7]. N e utr al li pi ds c a n b u d off of t h e c yt o pl as mi c l e afl et of t h e E R t o f or m 
c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets, or b u d off of t h e l u m e n al l e afl et wit h t h e h el p of M T P t o f or m 
eit h er T R Ls or  E R -L Ds. W hil e it h as b e e n pr o p os e d t h at e n z y m e t o p ol o g y m a y pl a y a 
r ol e i n c h a n n eli n g li pi d t o w ar ds t h e l u m e n al or c yt o pl as mi c l e afl ets [ 6 1, 2 6 8], t his 
m e c h a nis m c a n n ot e x pl ai n p artiti o ni n g b et w e e n E R -L Ds a n d n as c e nt T R Ls , as b ot h ar e 
t h o u g ht t o d e p e n d o n M T P a cti vit y. D e pl eti o n of A p o B is c urr e ntl y t h e o nl y k n o w n 
m e c h a nis m t o pr o m ot e f or m ati o n of E R -L Ds, b ut it is u n cl e ar w h et h er  A p o B d e pl eti o n 
f a v ors p artiti o ni n g of li pi d i nt o E R-L Ds, or if E R -L Ds a c c u m ul at e w h e n t h e y ar e n ot 
cl e ar e d b y n as c e nt T R Ls.  
I h a v e dis c o v er e d t h at P h os p h oli p as e A 2 Gr o u p 1 2 B ( Pl a 2 g 1 2 b) is r e q uir e d f or 
effi ci e nt s e cr eti o n of tri gl y c eri d es fr o m t h e z e br afi s h y ol k -s y n c yti al l a y er ( Y S L). A n 
a n al o g o us p h e n ot y p e h as b e e n o bs er v e d i n t h e m o us e li v er [ 2 5 8], as Pl a 2 g 1 2 b hl b 2 1 8/ hl b 2 1 8  
m ut a nt mi c e d e v el o p h e p ati c st e at osis a n d i n cr e as e d l e v els of h e p ati c A p o B, a n d l o w er 
l e v els of s er u m A p o B, c o nsist e nt wit h d ef e cts i n V L D L s e cr eti o n [ 2 5 7]. T h e s a 6 5 9 
v ari a nt i n z e br afis h r es ults i n l oss of a n ess e nti al s pli c e sit e a n d a n a p pr o xi m at el y 3 -f ol d 
r e d u cti o n i n tr a ns cri pt l e v els, li k el y as a r es ult of n o ns e ns e-m e di at e d d e c a y. M y a n al ysis 
of h o m o z y g o us m ut a nt z e br afis h ( pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9/ s a 6 5 9) r e v e al e d a n al m ost i d e nti c al 
p h e n ot y p e, wit h dr asti c  li pi d a c c u m ul ati o n a n d d ef e cts i n li p o pr ot ei n s e cr eti o n fr o m t h e 
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y ol k -s y n c yti al l a y er, t h e e m br y o ni c str u ct ur e r es p o nsi bl e f or V L D L pr o d u cti o n. 
I nt er esti n gl y, a n al ysis of t h e li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n i n Pl a 2 g 1 2 bs a 6 5 9/ s a 6 5 9 m ut a nts  
r e v e al e d si g nifi c a nt e nri c h m e nt of a b n or m all y s m all li p o pr ot ei ns, a n d a n al m ost c o m pl et e 
l a c k of V L D L p arti cl es (s e e c h a pt er 3).  
H o w e v er, n o m e c h a nis m h as y et b e e n pr o p os e d t o a c c o u nt f or t h e eff e ct  of 
P l a 2 g 1 2 b o n V L D L m et a b olis m . U nli k e ot h er m e m b ers of t h e p h os p h oli p as e A2 g e n e 
f a mil y, pl a 2 g 1 2 b h ar b ors s e v er al m ut ati o ns i n t h e p h os p h oli p as e a cti v e sit e t h at w o ul d 
r e n d er it c at al yti c all y i n a cti v e a g ai nst p h os p h oli pi d s u bstr at es  [ 2 3 0]. T his o bs er v ati o n 
w as c o nfir m e d b y R o u a ult  et al., 2 0 0 3, w h er e  P L A 2 G 1 2 B c o ul d n ot  bi n d or cl e a v e 
p h os p h oli pi ds i n vitr o. D es pit e t h e l oss of c at al yti c a cti vit y,  P L A 2 G 1 2 B  is hi g hl y 
c o ns er v e d a cr oss v ert e br at e s, s u g g esti n g it m a y h a v e e v ol v e d a n e w f u n cti o n   
i n d e p e n d e nt of its a n c estr al r ol e as a p h os p h oli p as e. St u di es i n m o us e  h a v e s h o w n t h at  
pl a 2 g 1 2 b e x pr essi o n is r e g ul at e d  b y  m ulti pl e tr a ns cri pti o n f a ct ors t h at r e g ul at e li pi d 
m et a b olis m, i n cl u di n g H N F 4 a, F X R, a n d E R R y, f urt h er i m pli c ati n g it as a  c o ns er v e d  
r e g ul at or of T R L m et a b olis m [ 2 5 7, 2 6 9, 2 7 0].  
H er e I pr o vi d e e vi d e n c e  t h at Pl a 2 g 1 2 b ( a pr ot ei n wit h n o pr e vi o usl y k n o w n 
f u n cti o n) is    i n v ol v e d i n t h e f usi o n b et w e e n n as c e nt T R Ls a n d E R-L Ds. F ut ur e st u di es 
will us e pl a 2 g 1 2 b  as a st arti n g p oi nt t o i d e ntif y ot h er pr ot ei ns i n v ol v e d i n t h e r e g ul ati o n 
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R e s ult s  
 
Pl a 2 g 1 2 b is hi g hl y c o ns er v e d a cr oss t h e v ert e br at e li n e a g e  
 S y nt e ni c a n d p h yl o g e n eti c a n al ys es of t h e  p l a 2 g 1 2 b g e n e r e v e al e d t h at t h er e is a 
si n gl e ort h ol o g i n e v er y m aj or v ert e br at e li n e a g e ( Fi g. 1 a). T his hi g h d e gr e e of 
e v ol uti o n ar y c o ns er v ati o n i m pli es t h at pl a 2 g 1 2 b  pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n v ert e br at e 
p h ysi o l o g y d es pit e its l oss of p h os p h oli p as e a cti vit y. T h e cl os el y r el at e d g e n e pl a 2 g 1 2 a 
is si mil arl y c o ns er v e d, pr es e nt i n all m aj or li n e a g es e x c e pt t h e b as al h a gfis h gr o u p ( Fi g. 
1 a).  
 Ali g n m e nts of t h e a mi n o a ci d s e q u e n c es b et w e e n Pl a 2 g 1 2 b a n d Pl a 2 g 1 2 a 
r e v e ale d a stri ki n gl y hi g h l e v el of c o ns er v ati o n, b ot h b et w e e n t h es e t w o g e n es a n d a cr oss 
s p e ci es ( Fi g. 1 b). A p pr o xi m at el y 5 0 % of r esi d u es ar e i d e nti c al b et w e e n h u m a n a n d 
z e br afis h pl a 2 g 1 2 b d es pit e a p pr o xi m at el y 4 5 0 milli o n y e ars of di v er g e n c e. I nt er esti n gl y, 
~ 4 0 % of r esi d u es ar e i d e nti c al b et w e e n Pl a 2 g 1 2 a a n d Pl a 2 g 1 2 b, i n di c ati n g t h at a 
r el ati v el y s m all n u m b er of r esi d u e c h a n g es ar e r es p o nsi bl e f or t h e f u n cti o n al diff er e n c e 
b et w e e n t h es e pr ot ei ns.  
 
Pl a 2 g 1 2 b is e x pr ess e d i n li p o pr ot ei n pr o d u ci n g tiss u es  
Pr e vi o us st u di es h a v e us e d n ort h er n bl otti n g t o d et er mi n e t h e tiss u e distri b uti o n of 
pl a 2 g 1 2 b tr a ns cri pts [ 2 3 0]. I n h u m a ns, pl a 2 g 1 2 b  is m ost hi g hl y e x pr ess e d i n t h e li v er a n d 
s m all i nt esti n e, b ut als o s h o ws si g nifi c a nt e x pr essi o n i n t h e ki d n e y. I n m o us e, pl a 2 g 1 2 b  
is e x pr ess e d m ost hi g hl y i n t h e li v er a n d i nt esti n e, wit h s o m e d et e ct a bl e e x pr essi o n i n t h e 
pr ost at e . 
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Pl a 2 g 1 2 b
H u m a n
M o u s e
C hi c k e n
C o el a c a n t h
S p o t t e d G a r
Z e b r a fi s h
H a g fi s h
H u m a n
M o u s e
C hi c k e n
C o el a c a n t h
S p o t t e d G a r
Z e b r a fi s h
H a g fi s h
Pl a 2 g 1 2 a
H u m a n
M o u s e
Z e b r afi s h
H u m a n
M o u s e
Z e b r afi s h
Pl a 2 g 1 2 b
Pl a 2 g 1 2 a
Fi g u r e 1: E v ol uti o n a r y r el ati o n s hi p s b et w e e n g r o u p 1 2 P L A 2 g e n e s
( a) S y nt e ni c a n al y si s s h o w s t h at a si n gl e pl a 2 g 1 2 b ort h ol o g ( bri g ht gr e e n bl o c k s) i s 
pr e s e nt i n t h e g e n o m e s of all v ert e br at e s. B y c o ntr a st, pl a 2 g 1 2 a i s pr e s e nt i n all 
v ert e br at e s wit h t h e e x c e pti o n of t h e b a s al h a gfi s h gr o u p. ( b) Ali g n m e nt of t h e a mi n o 
a ci d s e q u e n c e s of pl a 2 g 1 2 a a n d pl a 2 g 1 2 b i n h u m a n, m o u s e a n d z e br afi s h, wit h a mi n o 
a ci d s c ol or -c o d e d b y si mil arit y. 
a
b
Pl a 2 g 1 2 b
Pl a 2 g 1 2 a
Fi g u r e 1: E v ol uti o n a r y r el ati o n s hi p s b et w e e n g r o u p 1 2 P L A 2 g e n e s. ( a) S y nt e ni c a n al y si s 
s h o w s t h at a si n gl e P L A 2 G 1 2 B ort h ol o g ( bri g ht gr e e n bl o c k s) i s pr e s e nt i n t h e g e n o m e s of all 
v ert e br at e s. B y c o ntr a st, P L A 2 G 1 2 A i s pr e s e nt i n all v ert e br at e s wit h t h e e x c e pti o n of t h e b a s al 
h a gfi s h gr o u p. ( b) Ali g n m e nt of t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e s of P L A 2 G 1 2 A a n d P L A 2 G 1 2 B i n 
h u m a n, m o u s e a n d z e br afi s h, wit h a mi n o a ci d s c ol or -c o d e d b y si mil arit y. 
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W h ol e -m o u nt i n sit u h y bri di z ati o n wit h a ntis e ns e ri b o pr o b es w as p erf or m e d  t o 
c h ar a ct eri z e t h e e x pr essi o n p att er n of pl a 2 g 1 2 b  i n l ar v al z e br afis h ( Fi g. 2 a ). C o nsist e nt 
wit h m a m m ali a n st u di es, str o n g e x pr essi o n w as o bs er v e d i n t h e li v er a n d i nt esti n e .  Pri or 
t o d e v el o p m e nt of t h e li v er a n d i nt esti n e, str o n g si g n al is d et e ct a bl e i n t he Y S L , w hi c h 
p a c k a g es   li pi ds fr o m t h e m at er n al y ol k i nt o tri gl y c eri d e-ri c h li p o pr ot ei ns [ 8 2, 1 5 1]. 
T a k e n t o g et h er, t h es e fi n di n gs s u g g est t h at pl a 2 g 1 2 b is pri m aril y e x pr ess e d i n  k n o w n  
li p o pr ot ei n-pr o d u ci n g tiss u es.  
 
Pl a 2 g 1 2 b pr ot ei n is li k el y r et ai n e d i n t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m  
Pl a 2 g 1 2 b is a m e m b er of t h e s e cr et e d p h os p h ol i p as e A 2 g e n e f a mil y (s P L A 2) 
[ 2 7 1]. As t h eir n a m e i m pli es, all m e m b ers of t his g e n e f a mil y  e n c o d e pr ot ei ns t h at  ar e 
s e cr et e d i nt o t h e cir c ul at or y s yst e m w h er e t h e y s er v e t o cl e a v e p h os p h oli pi ds i n t h e 
cir c ul ati o n or i n dist al tiss u es, or p erf or m ot h er  n o n -c a n o ni c al f u n cti o ns s u c h as 
i nt er a cti o n wit h si g n ali n g r e c e pt ors [ 2 7 1, 2 7 2].  
A n al ysis of t h e P l a 2 g 1 2 b a mi n o a ci d s e q u e n c e r e v e al e d a c a n o ni c al si g n al p e pti d e 
at t h e a mi n o t er mi n us i n all s p e ci es, w hi c h is a c e ntr al h all m ar k of s e cr et e d pr ot ei ns ( Fi g. 
2 b ). H o w e v er, t h e c ar b o x y t er mi n us of t h e pr ot ei n als o a p p e ars t o h ar b or a K D E L si g n al 
( Fi g. 2c ). T his a mi n o a ci d m otif i nt er a cts wit h K D E L r e c e pt ors i n t h e cis-g ol gi, w hi c h 
s er v e t o tr affi c t h eir li g a n ds b a c k t o t h e E R  [ 2 7 3]. T h e pr es e n c e of a K D E L m otif 
g e n er all y i n di c at es t h at t h e pr ot ei n s er v es as a n E R -r esi d e nt c h a p er o n e pr ot ei n, 
r es p o nsi bl e f or t h e m at ur ati o n of s e cr et e d pr ot ei ns r at h er t h a n b ei n g s e cr et e d its elf. 
Z e br afis h a n d S p ott e d G ar, b ot h r a y -fi n n e d fis h es, h a v e c a n o ni c al K D E L m otifs at t h e C-





Li v e r I nt e sti n e
Fi g u r e 2: L o c ali z ati o n of Pl a 2 g 1 2 b e x p r e s si o n
( a) I n sit u h y bri di z ati o n wit h a nti s e n s e ri b o pr o b e s r e v e al s e x pr e s si o n i n t h e e m br y o ni c 
y ol k -s y n c yti al l a y er ( Y S L), a s w ell a s t h e li v er a n d i nt e sti n e. ( b) Si g n al p e pti d e pr e di cti o n 
s oft w ar e s h o w s a hi g h pr o b a bilit y of a si g n al p e pti d e at t h e a mi n o t er mi n u s of pl a 2 g 1 2 b. 
( c) Ali g n m e nt of t h e f o ur t er mi n al a mi n o a ci d s i n v ari o u s s p e ci e s r e v e al s a c a n o ni c al 
K D E L i n r a y -fi n n e d fi s h e s ( z e br afi s h a n d s p ott e d g ar), w hil e m a n y ot h er s p e ci e s h ar b or 
at y pi c al K D E L s e q u e n c e s wit h si n gl e a mi n o a ci d diff er e n c e s. 
a b
c
Fi g ur e 2: L o c ali z ati o n of pl a 2 g 1 2 b e x p r e s si o n. ( a) I n sit u h y bri di z ati o n wit h a nti s e n s e 
ri b o pr o b e s r e v e al s e x pr e s si o n i n t h e e m br y o ni c y ol k-s y n c yti al l a y er ( Y S L), a s w ell a s t h e li v er 
a n d i nt e sti n e. ( b) Si g n al p e pti d e pr e di cti o n s oft w ar e s h o w s a hi g h pr o b a bilit y of a si g n al p e pti d e 
at t h e a mi n o t er mi n u s of Pl a 2 g 1 2 b. ( c) Ali g n m e nt of t h e f o ur t er mi n al a mi n o a ci d s i n v ari o u s 
s p e ci e s r e v e al s a c a n o ni c al K D E L i n r a y -fi n n e d fi s h e s ( z e br afi s h a n d s p ott e d g ar), w hil e m a n y 
ot h er s p e ci e s h ar b or at y pi c al K D E L s e q u e n c e s wit h si n gl e a mi n o a ci d diff er e n c e s. 
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t er mi ni of Pl a 2 g 1 2 b. H o w e v er, t h e a d diti o n al s p e ci es st u di e d h a v e a v ari et y of n o n-
c a n o ni c al K D E L m otifs, b ut e a c h o nl y h ar b ors a si n gl e a mi n o a ci d c h a n g e .  
T h e Pr ot ei n Atl as [ 2 7 4] w as us e d t o d et er mi n e t h e l o c ali z ati o n p att er n of 
P L A 2 G 1 2 B i n h u m a n tiss u es, w hi c h c orr es p o n d e d cl os el y t o t h e e x pr essi o n p att er n of 
pl a 2 g 1 2 b m R N A  (e x pr ess e d i n t h e li v er, i nt esti n e, a n d ki d n e y). F urt h er, t h e H u m a n 
Pl as m a P e pti d e Atl as  [ 2 7 5] w as q u eri e d  f or t h e pr es e n c e of P L A 2 G 1 2 B, a n d it w as f o u n d 
t o b e n e arl y u n d et e ct a bl e (. 0 5 7 p e pti d e s p e ctr u m m at c h es p er 1 0 0 K). W est er n bl ots ar e 
c urr e ntl y b ei n g p erf or m e d o n m o us e a n d z e br afis h t o e v al u at e t h e r el ati v e distri b uti o n of 
pl as m a a n d i ntr a c ell ul ar P L A 2 G 1 2 B i n  t h es e s p e ci es.  
 
Pl a 2 g 1 2 b m ut a nts h a v e a  d ar k -y ol k p h e n ot y p e   
L ar v al z e br afis h h o m o z y g o us f or t h e pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9 all el e w er e i m a g e d b y li g ht 
mi cr os c o p y fr o m 1 -6 d pf al o n gsi d e wil d -t y p e c o ntr ols. T h e m ut a nts  a p p e ar 
m or p h ol o gi c all y n or m al u ntil a p pr o xi m at e l y 3-4 d pf , w h e n t h e y ol k b e gi ns t o a p p e ar 
d ar k e n e d or o p a q u e i n c o ntr ast t o t h e tr a nsl u c e nt y ol k of wil d -t y p e l ar v a e ( Fi g. 3 a). B y 6 
d pf, t h e y ol k h as b e e n c o m pl et el y pr o c ess e d a n d a bs or b e d i n wil d -t y p e a ni m als. 
Pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9 /s a 6 5 9 m ut a nts r et ai n a l ar g e p orti o n of o p a q u e, u n pr o c ess e d y ol k  b ut 
ot h er wis e a p p e ar o v ertl y m or p h ol o gi c all y n or m al. A si mil ar p h e n ot y p e w as pr e vi o usl y 
o bs er v e d i n r es p o ns e t o  g e n eti c m ut ati o n  or p h ar m a c ol o gi c al i n hi biti o n of M T P ( a n 
ess e nti al c of a ct or of T R L  bi o g e n esis)  [ 4 9], b ut t h e eti ol o g y of t his p h e n ot y p e is 
u n k n o w n.  
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Pl a 2 g 1 2 b m ut a nts a c c u m ul at e E R -l u m e n al li pi d dr o pl ets i n t h e Y S L 
El e ctr o n mi cr os c o p y w as us e d t o i n v esti g at e t h e c yt ol o gi c al c h a n g es i n t h e Y S L 
u n d erl yi n g t h e d ar k -y ol k p h e n ot y p e . F o ur d a ys p ost -f ertili z ati o n w as s el e ct e d as a n i d e al 
st a g e f or i m a gi n g, as t his is t h e e arli est ti m e p oi nt w h er e y ol k d ar k e ni n g w as r e a dil y 
a p p ar e nt. H o m o z y g o us m ut a nts ( pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9/ s a 6 5 9), wil d-t y p e c o ntr ols ( pl a 2 g 1 2 b+/ + ), a n d 
wil d -t y p e l ar v a e tr e at e d wit h l o mit a pi d e t o i n hi bit M TP  w er e e x a mi n e d .  
L ar v a e fr o m e a c h gr o u p w er e fi x e d, st ai n e d wit h os mi u m t etr o xi d e, s e cti o n e d, a n d 
i m a g e d o n a T e c n ai 1 2 tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr os c o p e first at l o w m a g nifi c ati o n, a n d 
t h e n at hi g h m a g nifi c ati o n f o c usi n g o n t h e Y S L ( Fi g. 3c ). T h e Y S L of wil d-t y p e l ar v a e is 
c h ar a ct eri z e d b y n u m er o us mit o c h o n dri a t h at ar e fr e q u e ntl y s urr o u n d e d b y a n E R  
c o m p art m e nt  ( Fi g. 3 b). I n l ar v a e tr e at e d wit h l o mit a pi d e, t h e Y S L a c c u m ul at e s l ar g e 
c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets . H o w e v er, i n t h e pl a 2 g 1 2 b s a 6 5 9 / s a 6 5 9 m ut a nts t h e Y S L is 
d o mi n at e d b y a l ar g e n u m b er of s m all li pi d dr o pl ets t h at a p p e ar cl ust er e d t o g et h er, as if 
b o u n d e d b y a m e m br a n e. T o e v al u at e w h et h er t h es e s m all li pi d dr o pl ets w er e i n d e e d 
b o u n d b y a m e m br a n e, a n alt er n ati v e st ai ni n g m et h o d o pti mi z e d f or vis u ali z a ti o n of li pi d 
m e m br a n es ( K ell e n b er g er  st ai ni n g ) w as us e d. T his  pr ot o c ol cl e arl y s h o ws t h at t h e li pi d 
dr o pl ets ar e b o u n d b y a m e m br a n e  ( Fi g. 3 d arr o w h e a d) . 
 
A n all eli c  s eri es i d e ntifi es at l e ast t w o n e o -f u n cti o n aliz e d d o m ai ns i n Pl a 2 g 1 2 b 
All v ert e br at e Pl a 2 g 1 2 b pr ot ei ns  h a v e l ost t h e ess e nti al r esi d u es r e q uir e d f or 
p h os p h oli p as e a cti vit y, s o it is u n cl e ar w hi c h r esi d u es or d o m ai ns of pl a 2 g 1 2 b ar e 
ess e nti al f or pr ot ei n f u n cti o n. T o i d e ntif y f u n cti o n al d o m ai ns of t h e pr ot ei n, a r es c u e 
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p ar a di g m w as d esi g n e d t h at f o c us e d o n i d e ntif yi n g t h e r esi d u es a n d d o m ai ns t h at h a d 
e v ol v e d n e w f u n cti o n ( n e o -f u n cti o n ali z e d) [ 2 7 6]. 
First, a r es c u e pl as mi d w as g e n er at e d  t h at c o nt ai ns a Y S L -s p e cifi c pr o m ot er t h at 
dri v es e x pr essi o n of  wil d -t y p e pl a 2 g 1 2 b ( Fi g. 4 a). T his pl as mi d i n cl u d es t h e e n d o g e n o us 
pl a 2 g 1 2 b  U T Rs, a n i n -fr a m e F L A G-t a g j ust d o w nstr e a m of t h e si g n al p e pti d e, a n d a G F P 
m a r k er d esi g n e d t o b e e x pr ess e d off of t h e s a m e tr a ns cri pt usi n g a n i nt er n al ri b os o m e 
e ntr y sit e (I R E S). I nj e cti o n of t his pl as mi d i nt o h o m o z y g o us pl a 2 g 1 2 b m ut a nts w as a bl e 
t o c o m pl et el y r es c u e t h e d ar k-y ol k p h e n ot y p e, a n d fl u or es c e n c e mi cr os c o p y c o nfir m e d 
th at t his r es c u e c o nstr u ct w as e x pr ess e d e x cl usi v el y i n t h e Y S L  ( Fi g. 4 b).  
T h e pr ot ei n s e q u e n c e of pl a 2 g 1 2 b w as a n al y z e d t o i d e ntif y p ot e nti all y f u n cti o n al 
r esi d u es. W e h y p ot h esi z e d t h at r esi d u es ess e nti al f or t h e f u n cti o n of Pl a 2 g 1 2 b w o ul d 
s h ar e t w o pr o p e rti es:  first, t h e y s h o ul d b e hi g hl y c o ns er v e d i n Pl a 2 g 1 2 b s e q u e n c es 
a cr oss diff er e nt s p e ci es , a n d s e c o n d, t h at t h e y s h o ul d b e diff er e nt t h a n a n c estr al r esi d u es 
f o u n d i n pl a 2 g 1 2 a. T o i d e ntif y r esi d u es c o ns er v e d  a cr oss s p e ci es , t h e a mi n o a ci d 
s e q u e n c es of z e br afis h, m o us e, a n d h u m a n P l a 2 g 1 2 b w er e ali g n e d, w hi c h i d e ntifi e d  1 2 1 
a mi n o a ci d  p ositi o ns t h at w er e  i d e nti c al b et w e e n all t hr e e s p e ci es. T o i d e ntif y t h e s u bs et 
of r esi d u es t h at w er e diff er e nt b et w e e n Pl a 2 g 1 2 b a n d Pl a 2 g 1 2 a , t h e pl a 2 g 1 2 a a mi n o a ci d 
s e q u e n c es fr o m z e br afis h, m o us e, a n d h u m a n w er e a d d e d t o t h e ali g n m e nt. Of t h e 1 2 1 
r esi d u es c o ns er v e d i n Pl a 2 g 1 2 b, o nl y 4 4 w er e diff er e nt fr o m t h e ali g n e d pl a 2 g 1 2 a 
r esi d u es. T h es e 4 4 r esi d u es w er e cl assifi e d as t h e p ut ati v el y n e o-f u n cti o n ali z e d r esi d u es, 
or t h os e  t h at ar e m ost li k el y t o b e r es p o nsi bl e f or t h e n o v el f u n cti o n of pl a 2 g 1 2 b. 
T h e 4 4 p ut ati v el y n e of u n cti o n ali z e d  r esi d u es w er e gr o u p e d i nt o 15  bl o c ks of 
a dj a c e nt r esi d u es f or f u n cti o n al t esti n g. Sit e -dir e ct e d m ut a g e n esis w as t h e n p erf or m e d o n 
� � � �
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t h e wil d-t y p e r es c u e pl as mi d t o g e n er at e 15  m ut at e d v ari a nts of t h e r es c u e c o nstr u ct 
( n a m e d Δ 1- Δ 1 5, T a bl e 1 ). I n e a c h v ari a nt, a bl o c k of p ut ati v el y f u n cti o n al r esi d u es w as 
m ut at e d b a c k t o t h e s e q u e n c e f o u n d i n t h e pl a 2 g 1 2 a s e q u e n c e  ( Fi g 4). 
E a c h of t h es e m ut a g e ni z e d r es c u e c o nstr u cts w as t h e n i nj e ct e d i nt o h o m o z y g o us 
pl a 2 g 1 2 b m ut a nts. L ar v a e w er e s cr e e n e d at 2 d pf f or G F P si g n al i n t h e Y S L, i n di c ati n g a 
s u c c essf ul i nj e cti o n. S el e ct e d e m br y os w er e t h e n i m a g e d at 4 d pf t o d et er mi n e w h et h er 
t h e d ar k-y ol k p h e n ot y p e w as r es c u e d. A p pr o xi m at el y h alf of t h e m ut a g e ni z e d r es c u e 
pl as mi ds w er e a bl e t o r es c u e t h e d ar k -y ol k p h e n ot y p e, i n di c ati n g t h at t h e r esi d u es t h er ei n 
w er e dis p e ns a bl e f or f u n cti o n. H o w e v er, s e v er al bl o c ks of r esi d u es w er e u n a bl e t o 
r es c u e, i n cl u di n g Δ 3-4, Δ 8 -9, a n d Δ 1 1 -1 5 . Sit es Δ 3-4 s p a n a 1 6 a mi n o a ci d d o m ai n t h at 
will b e r ef err e d t o as f u n cti o n al d o m ai n A, sit es Δ 8 -9 s p a n a 1 5  a mi n o a ci d d o m ai n t h at 
will b e c all e d f u n cti o n al d o m ai n B , a n d sit es Δ 1 1 -1 2 s p a n a 1 7 a mi n o a ci d d o m ai n t h at 
will b e c all e d f u n cti o n al d o m ai n C. T h e m ut ati o ns i n Δ 1 3 i n v ol v e d d el eti o n of t h e si g n al 
p e pti d e, pr o vi di n g s u p p ort t h at e x pr essi o n wit hi n t h e E R is ess e nti al f or f u n cti o n. T h e 
Δ 1 4 m ut ati o n v ali d at es t h at c yst ei n e 1 5 9 is ess e nti al f or pr ot ei n f u n cti o n, c o nsist e nt wit h 
t he m o us e E N U all el e p u blis h e d pr e vi o usl y. T h e m ut ati o ns i n t h e Δ 1 5 c o nstr u ct i n v ol v e d 
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T a bl e 1: Li st of m ut ati o n s a n d sit e -di r e ct e d m ut a g e n e si s p ri m e r s u s e d i n all eli c s e ri e s. 
Bri g htfi el d Δ 0 0 c orr es p o n ds t o t h e wil d -t y p e pl as mi d. Sit e-dir e ct e d m ut a g e n esis w as us e d t o 
g e n er at e 1 5 m ut a g e niz e d v ersi o ns ( Δ 0 1 -Δ 1 5) h ar b ori n g v ari o us miss e ns e m ut ati o ns as o utli n e d 
a b o v e. F or Δ 1 3, 2 -3 7 X d e n ot es d el eti o n of a mi n o a ci ds 2 t hr o u g h 3 7. 
Pl a s mi d n a m e M ut ati o ns Pri m er n a m e s Pri m er s e q u e n c e s T a
S F-J H T- 5 3 7 at c g a c g at g at g a ct g g a c g T T C G G C T C T A T C C G A G G A
S F-J H T- 5 3 8 a g att ctt ct gt g g c a ct g c c T G C A G G T T T T C C C T C A A C
S F-J H T- 5 4 3 g c g c at a g a c G G C T A T T T T G A C T C A A T A C T G G A G
S F-J H T- 5 4 4 t gt a a g c c g ct T C G G A T A G A G C C G A A C C C
S F-J H T- 5 1 3 a ct g g a c T T G A T G G G A G G C C G T G A T G G T
S F-J H T- 5 1 4 at c at gtt A A A A T A G C C A T T G A C T G A C T G T A A A C T T C
S F-J H T- 5 1 5 c g g c g a c g gtt a c a c a C C T C A G C C T C G T C C T G G C T A T C A
S F-J H T- 5 1 6 c a c gt gt a ct g a c a ct g A C C A T C A C G G C C T C C C A T C A A C T
S F-J H T- 5 1 7 a g c a c gt c a ct gttt G G C T T C C A G G T A C C G A A T A G T
S F-J H T- 5 1 8 a c a a c c at c a g gt g g T G A C A T C T G A T A G C C A G G A C G
S F-J H T- 5 1 9 t T T T G A T A T G G G T G T C C C A G C C A
S F-J H T- 5 2 0 tt C T G G A A G C C A A G C A G T G A C G T
S F-J H T- 5 2 1 tt g c a a c c a g c a c G A T A T T T G C T A C G A A A C C T G T G G
S F-J H T- 5 2 2 c attt g gt c at a g a T G G G A C A C C C A T A T C A A A A C T A T
S F-J H T- 5 2 3 t gt g a c a c c c a g T T C C G C T G G T G C C T C C A C A G C
S F-J H T- 5 2 4 gt c g ct ctt ct c G G A T C C A C A G G T T T C G T A G C A A A T A T C T
S F-J H T- 5 2 5 ct c g a g a a c A T C T G C G G T G A C C T G A A G A A G
S F-J H T- 5 2 6 g c a g a g ct g G A A T T T G G T G T C A C A G C G G T A
S F-J H T- 5 2 7 t at g c a a a a a gtt c a a G C A T G T G A G A C C T T T G C A G A C A
S F-J H T- 5 2 8 a g g c c c a gt gt ctttt g C A G G T C A C C G C A G A T G C T G T
S F-J H T- 5 2 9 t a ct gt g at g c a c T T G G G C T G C A G A C C C T T C A T G
S F-J H T- 5 3 0 t c gt a c at c a c a gt T G C A A A G G T C T C A C A T G C T T C A A C
S F-J H T- 5 3 1 c ct g g a c G G C C A A A G G G C G T C C T G C T A T
S F-J H T- 5 3 2  t a g g g ctt G C A G C C C A A A G T C C A C A C A G T G T
S F-J H T- 4 7 9 G A T T A C A A A G A C C A T G A C G
S F-J H T- 4 8 0 C A T G A T G T C C T A T T A C A G T A C
S F-J H T- 4 5 1 G T T A G A T A T Tt at T A C G A A A C C T G T G G
S F-J H T- 4 5 2 T G G T T G C A A C A T T T G G T C
S F-J H T- 5 4 1 A G A A G A G A A G c c g g at C T C T G A T A A C G T T A C T G G

















R 2 1 5 K, F 2 1 7 Y, M 2 1 8 L, N 2 1 9 D
2- 3 7 X
C 1 5 9 Y
D 2 3 3 P, E 2 3 4 D
n o n e n o n e
V 1 3 8 X, P 1 3 9 X, S 1 4 1 X
A 1 4 8 S, L 1 5 6 H
N 1 6 6 E, Y 1 6 8 S, R 1 6 9 D, K 1 7 3 Q
R 1 7 5 Q, W 1 7 6 L, H 1 7 9 E, S 1 8 0 N
K 1 8 6 Q, S 1 8 8 T, S 1 9 3 Q, E 1 9 6 Q





n o n e
P 6 3 G, E 7 0I, G 7 6 T
G 8 2 S, S 8 3 G, S 8 6 R, V 8 7I, N 8 8 D
D 9 2 N, S 9 3 M, E 9 6 D
V 1 0 4 Q, R 1 0 8 T, R 1 1 0 G, Y 1 1 1 D, K 1 1 3 Y, A 1 1 4 T
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Di s c u s si o n  
 
 D at a c oll e ct e d s o f ar h a v e l e d us t o pr o p os e t w o p ot e nti al m o d els t h at e x pl ai n w h y 
pl a 2 g 1 2 b m ut a nts s e cr et e s m all er A p o B -L Ps a n d r et ai n l u m e n al L Ds i n t h e E R ( Fi g. 5). 
I n t h e first m o d el, Pl a 2 g 1 2 b c h a n n els li pi ds tr a nsf err e d b y Mt p s p e cifi c all y t o n as c e nt 
li p o pr ot ei ns ( Fi g. 5 a). I n o ur alt er n ati v e m o d el, Pl a 2 g 1 2 b c at al y z es f usi o n b et w e e n 
n as c e nt li p o pr ot ei ns a n d l u m e n al li pi d dr o pl ets (fi g. 5 b).  
T h e l o c ali z ati o n of t his pr ot ei n pr o vi d es i niti al s u p p ort f or t h es e m o d els. N ot o nl y 
is t his g e n e e x pr ess e d i n th e li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es (li v er, i nt esti n e, Y S L), b ut t h e 
r es ulti n g pr ot ei n is als o r et ai n e d i n t h e E R, t h e s u b c ell ul ar c o m p art m e nt w h er e 
li p o pr ot ei n bi o g e n esis t a k es pl a c e.  
 M ost oft e n, li pi ds wit hi n a c ell a c c u m ul at e i n t h e f or m of c yt o pl as mi c l i pi d 
dr o pl ets ( C L Ds). C L Ds f or m w h e n li pi ds s y nt h esi z e d i n t h e E R b u d off of t h e 
c yt o pl as mi c f a c e of t h e E R, r es ulti n g i n f or m ati o n of a l ar g e mi c ell e s urr o u n d e d b y a 
m o n ol a y er of p h os p h oli pi ds  [ 5 7]. N u m er o us c yt os oli c pr ot ei ns ar e k n o w n t o ass o ci at e 
wit h C L Ds, i n cl u di n g p erili pi ns ( P LI Ns) [ 5 8, 5 9]. Li pi d dr o pl ets c a n als o f or m wit hi n t h e 
E R b y b u d di n g off of t h e l u m e n al f a c e of t h e E R m e m br a n e ( E R L Ds)  [ 6 2]. E R L Ds ar e 
t h o u g ht t o f us e wit h n as c e nt li p o pr ot ei ns wit hi n t h e E R t o f or m l ar g e T R Ls, b ut h a v e 
v er y r ar el y b e e n o bs er v e d  [ 6 3, 6 4]. Alt h o u g h it is u n cl e ar h o w t h e b al a n c e of l u m e n al vs. 
c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets is m e di at e d, M T P a p p e ars t o b e r e q uir e d f or t h e f or m ati o n of 
E R L Ds  [ 6 2]. Alt h o u g h b ot h pl a 2 g 1 2 b  m ut a nts a n d l ar v a e tr e at e d wit h l o mit a pi d e s h o w 
si g nifi c a nt li pi d a c c u m ul ati o n i n t h e Y S L, t his li pi d is p artiti o n e d i nt o v er y diff er e nt 
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c o m p art m e nts. L o mit a pi d e i n d u c es li pi d a c c u m ul ati o n i n C L Ds, w h er e as pl a 2 g 1 2 b  
m ut a nts a c c u m ul at e li pi d i n  t h e f or m of E R L Ds.  
 As f urt h er s u p p ort of t h e m o d els pr o p os e d i n Fi g. 5,  pl a 2 g 1 2 b  m ut a nt z e br afis h 
pr o d u c e a b n or m all y s m all T R Ls, i n di c ati n g t h at t h e y ar e li pi d at e d l ess effi ci e ntl y. 
M ut a nts als o s h o w si g nifi c a nt a c c u m ul ati o n of E R L Ds i n t h e Y S L, s u g g esti n g  t h at li pi d 
dr o pl ets ar e eit h er cr e at e d m or e oft e n ( Fi g. 5 a) or  ar e l eft  b e hi n d ( Fi g. 5 b) i n t h e a bs e n c e 
of Pl a 2 g 1 2 b.  
 Fi n all y, t h e m ut a g e n esis s eri es d esi g n e d t o hi g hli g ht f u n cti o n al d o m ai ns r e v e al e d 
n ot o nl y t h e n e c essit y f or E R r et e nti o n ( K D E L si g n al), b ut als o i n di c at e d t h e pr es e n c e of 
at l e ast t hr e e f u n cti o n al d o m ai ns, d esi g n at e d A -C . T h e  f u n cti o n al d o m ai ns m a y r e pr es e nt 
t h e i nt er a cti n g s urf a c es t h at bi n d t o A p o B, M T P, or E R L Ds. T h e s e  pr o p os e d  m o d el s, 
c o m bi n e d wit h t h e i d e ntifi c ati o n of pr ot ei n f u n cti o n al d o m ai ns, pr o vi d e a fr a m e w or k f or 
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M at e ri als a n d M et h o d s  
 
S e q u e n c e a n al ysis  
G e n o mi c us ( htt p:// w w w. g e n o mi c us. bi ol o gi e. e ns.fr ) o nli n e s y nt e n y a n al ysis 
s oft w ar e w as us e d t o i d e ntif y s y nt e ni c bl o c ks a cr oss s p e ci es. S p e ci es i n cl u d e d i n t h e 
ali g n m e nt w er e m a n u all y s el e ct e d t o r e pr es e nt all m aj or v ert e br at e li n e a g es. A mi n o A ci d 
s e q u e n c es f or z e br afis h, h u m a n, a n d m o us e P L A 2 G 1 2 B w er e d o w nl o a d e d fr o m t h e 
E ns e m bl d at a b as e ( htt p:// us e ast. e ns e m bl. or g/i n d e x. ht ml ) a n d ali g n e d usi n g M U S C L E 
m ulti pl e -s e q u e n c e ali g n m e nt s oft w ar e usi n g st a n d ar d s etti n gs. Ali g n m e nts w er e c ol or -
c o d e d b as e d o n si mil arit y usi n g t h e B L O S U M 6 2 si mil arit y m atri x. T h e o nli n e si g n al 
p e pti d e pr e di cti o n t o ol fr o m t h e c e nt er f or bi ol o gi c al s e q u e n c e a n al ysis w as us e d 
(htt p:// w w w. c bs. dt u. d k/s er vi c es/ Si g n al P/ ) t o t est f or t h e pr es e n c e of a si g n al p e pti d e.  
 
I n sit u h y bri diz ati o n  
W h ol e -m o u nt  i n sit u h y bri di z ati o n  w as c arri e d o ut as pr e vi o usl y d es cri b e d  
[ 1 8 1]. Bri efl y, a p orti o n of t h e pl a 2 g 1 2 b  c o di n g s e q u e n c e s h ari n g l o w h o m ol o g y t o 
pl a 2 g 1 2 a  w as a m plifi e d fr o m c D N A, t o p o cl o n e d i nt o p C RII  (I n vitr o g e n, Gr a n d Isl a n d, 
N Y, U S A), a n d us e d t o g e n er at e  s e ns e a n d a nti s e ns e di g o xi g e ni n -l a b el e d ri b o pr o b es 
( di g o xi g e ni n: R o c h e, I n di a n a p olis, I N, U S A). T h e ri b o pr o b es w er e h y bri di z e d a g ai nst 
z e br afis h at 2, 4, a n d 6 d pf. E x p eri m e nts w er e r e p e at e d usi n g s e ns e ri b o pr o b es t o 
esti m at e t h e l e v el of b a c k gr o u n d si g n al ( d at a n ot s h o w n).  
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El e ctr o n mi cr os c o p y  
 L ar v a e fr o m e a c h gr o u p w er e fi x e d, st ai n e d wit h os mi u m t etr o xi d e, s e cti o n e d, a n d 
i m a g e d o n a T e c n ai 1 2 tr a ns missi o n el e ctr o n mi cr os c o p e first at l o w m a g nifi c ati o n, a n d 
t h e n at hi g h m a g nifi c ati o n f o c usi n g o n t h e Y S L. A s u bs et of e x p eri m e nts w er e r e p e at e d 
us i n g t h e K ell e n b er g er st ai ni n g m et h o d t o hi g hli g ht li pi d m e m br a n es.  
 
Dr u g tr e at m e nt  
 L ar v a e w er e tr e at e d wit h 5 mi cr o m ol ar l o mit a pi d e f or 4 8 h o urs ( 2 -4 d pf) t o 
i n d u c e t h e d ar k-y ol k p h e n ot y p e i n wil d -t y p e l ar v a e. 5 milli m ol ar st o c k s ol uti o n w as 
pr e p ar e d i n 1 0 0 % D M S O as a 1 0 0 0 x st o c k s ol uti o n ( 0. 1 % fi n al c o n c e ntr ati o n of D M S O), 
a n d i n hi bit or w as c ar ef ull y diss ol v e d i n e m br y o m e di u m pri or t o l ar v al e x p os ur e.  
 
Cl o ni n g  
 T h e b a c k b o n e of t h e r es c u e pl as mi d w as c ust o m s y nt h esi z e d b y G e n e U ni v ers al 
(htt p:// w w w. g e n e u ni v ers al. c o m ), a n d c o nt ai n e d t h e pl a 2 g 1 2 b c o di n g s e q u e n c e wit h 
e n d o g e n o us U T Rs, as w ell as t h e T 3 i niti ati o n sit e f or  i n vitr o tr a ns cri pti o n. Tr a diti o n al 
cl o ni n g usi n g r estri cti o n e n z y m es a n d D N A li g as e w as us e d t o i ntr o d u c e t h e A p o 1 4 
pr o m ot er a n d I R E S -E G F P s e q u e n c es i nt o t h e pl as mi d. T h e Q 5 sit e dir e ct e d m ut a g e n esis 
kit ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs) w as us e d t o i ntr o d u c e t h e F L A G -t a g i nt o t h e c o nstr u ct s e v er al 
a mi n o a ci ds d o w nstr e a m of t h e pr e di ct e d si g n a l s e q u e n c e cl e a v a g e sit e. T h e Q 5 kit w as 
als o us e d t o cr e at e e a c h of t h e 1 5 m ut a g e ni z e d v ersi o ns of t h e r es c u e pl as mi d t h at w er e 
us e d f or r es c u e e x p eri m e nts usi n g t h e pri m er p airs d es cri b e d i n T a bl e 1.  
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R es c u e i nj e cti o ns  
 A d ult z e br afis h wit h h o m o z y g o us m ut ati o ns i n pl a 2 g 1 2 b w er e i n br e d t o g e n er at e 
pr o g e n y t h at w er e 1 0 0 % h o m o z y g o us m ut a nts f or pl a 2 g 1 2 b . L ar v a e w er e t h e n i nj e ct e d 
wit h 4 0 p g of D N A fr o m o n e of t h e r es c u e c o nstr u cts, as w ell as 5 0 p g of tr a ns p os as e 
m R N A. L ar v a e w er e t h e n s cr e e n e d f or G F P e x pr essi o n i n t h e Y S L at 2 d pf. G F P -p ositi v e 
l ar v a e w er e t h e n i m a g e d usi n g bri g htfi el d mi cr os c o p y at 4 d pf usi n g tr a ns missi o n 
ill u mi n ati o n. L ar v a e w er e t h e n s c or e d as eit h er c o m pl et el y d ar k, p arti all y d ar k, or 
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C H A P T E R 5 –  P I L O T S T U D I E S F O R U S E O F T H E L I P O G L O 
R E P O R T E R I N A N A U T O M A T E D H I G H -T H R O U G H P U T S C R E E N  
 
A b st r a ct  
 
A p oli p o pr ot ei n -B ( A p o B) is b ot h a bi o m ar k er a n d a c a us al ris k f a ct or f or m ulti pl e 
m et a b oli c dis e as es. Wit hi n t h e li v er, el e v at e d A p o B pr o m ot es i ns uli n r esist a n c e , E R-
str ess, a n d f att y li v er dis e as e. I n t h e cir c ul at or y s yst e m, A p o B c o ntri b ut es t o 
at h er os cl er osis a n d c hr o ni c i nfl a m m ati o n. A p o B l e v els ar e c o ns e q u e ntl y o n e of t h e 
str o n g est pr e di ct ors of di a b et es, m et a b oli c s y n dr o m e, a n d c ar d i o v as c ul ar dis e as e i n 
h u m a ns. C o m p o u n ds t h at l o w er A p o B l e v els c o ul d t h er ef or e a m eli or at e s e v er al of t h e 
m ost pr e v al e nt a n d m et a b oli c dis e as es w orl d wi d e. S e v er al t h er a pi es ar e a v ail a bl e t h at 
l o w er A p o B, w hi c h f u n cti o n b y p ot e ntl y i n hi biti n g t h e tr a ns cri ptio n or m at ur ati o n of 
A p o B. As A p o B is a c e ntr al m e di at or of li pi d tr a ns p ort a n d m et a b olis m, disr u pti o n of 
A p o B bi o g e n esis l e a ds t o n u m er o us d etri m e nt al si d e eff e cts r es ulti n g fr o m e ct o pi c li pi d 
a c c u m ul ati o n i n di g esti v e tiss u es. T h er e is t h us si g nifi c a nt n e e d f or alt er n ati v e str at e gi es 
t o l o w er A p o B t h at d o n ot bl o c k A p o B bi o g e n esis. H er e w e s e e k t o d e v el o p a str at e g y t o 
i d e ntif y A p o B-l o w eri n g c o m p o u n ds t hr o u g h u n bi as e d hi g h-t hr o u g h p ut s cr e e ni n g usi n g a 
li v e v ert e br at e m o d el s yst e m, t h e l ar v al z e br afis h. It is ess e nti al t h at s cr e e ni n g t a k e pl a c e 
i n a li v e v ert e br at e or g a nis m, as s cr e e ns usi n g c ult ur e d c ells ar e u n a bl e t o r e c a pit ul at e t h e 
c o m pl e x i nt er -or g a n si g n ali n g a n d p h ysi ol o g y r es p o nsi bl e f or d et er mi ni n g A p o B l e v els. 
T h e Li p o Gl o r e p ort er s yst e m c o u pl es A p o B l e v els t o a q u a ntifi a bl e c h e mil u mi n es c e nt 
si g n al t h at c a n b e q u a ntifi e d i n tr a ns p ar e nt l ar v al z e br afis h. W e pr o vi d e e vi d e n c e t h at 
Li p o Gl o c a n b e us e d f or a hi g h -t hr o u g h p ut i n vi v o dr u g s cr e e n b y d e m o nstr ati n g 
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c o ns er v e d p h ar m a c ol o gi c al r es p o ns es t o a n A p o B -l o w eri n g c o m p o u n d (l o mit a pi d e), 
est a blis hi n g a s cr e e ni n g ass a y wit h str o n g st atisti c al p erf or m a n c e, a n d o utli ni n g a s eri es 
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I nt r o d u cti o n  
 
A p o B pl a ys a n ess e nti al r ol e i n li pi d tr a ns p ort as t h e str u ct ur al pr ot ei n f or A p o B -
c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns (A p o B -L Ps ). A p o B-L Ps  tr a ns p ort li pi d fr o m sit es of a bs or pti o n 
a n d s y nt h esis ( t h e li v er a n d i nt esti n e) t hr o u g h t h e bl o o dstr e a m t o p eri p her al tiss u es 
( m us cl e, a di p os e, et c.) [ 5]. A p o B is s y nt h esi z e d b y E R-r esi d e nt ri b os o m es a n d co -
tr a nsl ati o n all y l o a d e d wit h li pi d b y mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n ( M T P) [ 2 3 7]. 
I n t h e a bs e n c e of eit h er s uffi ci e nt li pi d a v ail a bilit y or M T P a cti vit y, n as c e nt A p o B 
p ol y p e pti d es ar e q ui c kl y d e gr a d e d b y t h e E R -ass o ci at e d pr ot ei n d e gr a d ati o n ( E R A D) 
p at h w a y [ 2 7 7]. T h us, A p o B pr o d u cti o n is l ar g el y r e g ul at e d at t h e p ost -tr a nsl ati o n al l e v el, 
as r at es of tr a ns cri pti o n a n d tr a nsl ati o n r e m ai n r el ati v el y c o nst a nt, w h er e as t h e a m o u nt of 
m at ur e pr ot ei n pr o d u c e d d e p e n ds h e a vil y o n li pi d a v ail a bilit y [ 2 7 8]. O n c e s e cr et e d, 
A p o B -L Ps ar e t a k e n u p fr o m t h e cir c ul at or y s yst e m pri m aril y b y L D L -r e c e pt ors ( L D L-R) 
e x pr ess e d o n t h e s urf a c e of t h e li v er [ 7 7].  
I n a d diti o n t o its c e ntr al r ol e i n li pi d tr a ns p ort, A p o B als o pl a ys a c a us al r ol e i n 
t h e eti ol o g y of n u m er o us m et a b oli c dis e as es i n cl u di n g c ar di o v as c ul ar dis e as e, di a b et es, 
a n d f att y li v er dis e as e. A p o B is a str o n g pr e di ct or of c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k, as 
A p o B -L Ps ar e t h e pri m ar y dri v ers of at h er os cl er osis  [ 2 7 9]. El e v at e d A p o B e n g e n d ers 
hi g h er c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k i n d e p e n d e ntl y of s er u m l e v els of c h ol est er ol a n d 
tri gl y c eri d e [ 2 8 0], w hi c h is p arti c ul arl y a p p ar e nt i n t h e c as e of p att er n -B d ysli pi d e mi a, 
w h er e p ati e nts h a v e n or m al c h ol est er ol l e v els b ut e l e v at e d A p o B a n d e x p eri e n c e 3 -f ol d 
hi g h er r at es of c ar di o v as c ul ar dis e as e r el ati v e t o t h e g e n er al p o p ul ati o n [ 3 0, 3 5].  
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A p o B als o pl a ys a c a us al r ol e i n m e di ati n g i ns uli n r esist a n c e t hr o u g h t h e 
i n d u cti o n of E R-str ess [ 2 8 1, 2 8 2] a n d i nfl a m m ati o n [ 2 8 3]. I n b ot h i n vitr o a n d 
m a m m ali a n m o d el s yst e ms, e x c ess li pi d a v ail a bilit y l e d t o i n cr e as es i n E R -str ess a n d 
i ns uli n r esist a n c e t h at w er e e x a c er b at e d b y A p o B o v er-e x pr essi o n a n d att e n u at e d b y 
A p o B k n o c k d o w n [ 2 8 1], i n di c ati n g t h at A p o B is t h e m ol e c ul ar li n k b et w e e n e x c ess li pi d 
a c c u m ul ati o n a n d E R -str ess i n d u c e d i ns uli n r esist a n c e [ 2 8 4]. El e v at e d A p o B is o n e of t h e 
str o n g est pr e di ct ors of t h e o ns et of di a b et es [ 28 5]  a n d m et a b oli c s y n dr o m e [ 2 8 6, 2 8 7], 
a n d its r e d u cti o n is t h e str o n g est i n di c at or of r est or e d i ns uli n s e nsiti vit y [ 28 8] .  
A p o B l e v els als o  c orr el at e wit h h e p ati c tri gl y c eri d e c o nt e nt [ 2 8 9], t h e pri m ar y 
di a g n osti c f or f att y li v er dis e as e  [ 2 9 0]. I nt er esti n gl y, h u m a ns wit h g e n eti c d efi ci e n ci es i n 
A p o B pr o d u cti o n h a v e el e v at e d h e p ati c li pi d c o nt e nt b ut r ar el y d e v el o p fi br oti c li v er 
dis e as es [ 2 9 1], i m pli c ati n g A p o B as a c a us al m e di at or of dis e as e eti ol o g y. 
D es pit e si g nifi c a nt r es e ar c h d e di c at e d t o u n d erst a n di n g a n d tr e ati n g  m et a b oli c 
dis e as es, t h e y r e m ai n t h e l e a di n g c a us es of m or bi dit y a n d m ort alit y w orl d wi d e. 
M et a b oli c s y n dr o m e aff e cts a b o ut 2 5 % of t h e w orl d’s p o p ul ati o n [ 2 9 2], di a b et es aff e cts 
9 % [ 2 7], n o n-al c o h oli c f att y -li v er dis e as e ( N A F L D) aff e cts 2 5 % [ 2 9 3], a n d 
c ar di o v as c ul ar dis e as e is r es p o nsi bl e f or 3 1 % of all m ort aliti es [ 2 7]. T h er a pi es t o tr e at 
t h es e m et a b oli c dis e as e s c o ul d t h us  i m pr o v e t h e l o n g e vit y a n d q u alit y of lif e of billi o ns 
of p e o pl e.  
A p o B -l o w eri n g t h er a pi es r e pr es e nt a u ni q u el y pr o misi n g a p pr o a c h t o c o m b at 
m et a b oli c dis e as e, as t h er e ar e dir e ct m e c h a nisti c li n ks b et w e e n i n cr e as e d A p o B a n d t h e 
pr o gr essi o n of c ar di o v as c ul ar dis e as e, di a b et es, a n d f att y li v er dis e as e. W hil e s e v er al 
A p o B -l o w eri n g t h er a pi es h a v e b e e n d e v el o p e d, e xisti n g dr u gs c a us e s e v er e si d e-eff e cts 
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a n d ar e t h us o nl y a p pr o v e d f or tr e at m e nt of f a mili al h y p er c h ol est er ol e mi a [ 2 9 4, 2 9 5], a 
g e n eti c c o n diti o n c h ar a ct eri z e d b y e xtr e m el y hi g h l e v els of A p o B -L Ps [ 2 9 6]. 
Mi p o m ers e n is o n e A p o B -l o w eri n g c o m p o u n d t h at a cts as a n a nti -s e ns e oli g o n u cl e oti d e 
( A S O) a n d i nt erf er es wit h A p o B tr a ns cri pti o n [ 2 9 7]. L o mit a pi d e is a p h ar m a c ol o gi c al 
i n hi bit or of M T P t h at s er v es t o l o w er A p o B l e v els b y pr e v e nti n g li pi d tr a nsf er t o A p o B-
L Ps, r es ulti n g i n i n cr e as e d d e gr a d ati o n of A p o B [ 2 9 8]. B ot h L o mit a pi d e a n d 
Mi p o m ers e n i n d u c e s e v er e h e p ati c st e at osis (li pi d a c c u m ul ati o n i n t h e li v er) as a r es ult of 
p ot e nt i n hi biti o n of li pi d s e cr eti o n vi a A p o B -L Ps.  
A p o B l e v els c a n als o b e r e d u c e d wit h c h ol est er ol -l o w eri n g t h er a pi es s u c h as 
st ati ns ( w hi c h i n hi bit c h ol est er ol bi os y nt h esis) a n d e z eti mi b e ( w hi c h i n hi bits c h ol est er ol 
a bs or pti o n) [ 2 9 9, 3 0 0]. H o w e v er, t h es e c o m p o u n ds ar e m or e eff e cti v e at l o w eri n g t h e 
c h ol est er ol c o nt e nt of A p o B -L Ps, a n d h a v e a sli g htl y l ess pr o n o u n c e d eff e ct o n A p o B 
l e v els [ 2 6, 4 0, 2 2 2]. Als o, alt h o u g h st ati ns a n d e z eti mi b e i n hi bit diff er e nt e n z y m es, t h e y 
b ot h  m o d ul at e t h e s a m e d o w nstr e a m p at h w a y a n d u pr e g ul at e e x pr essi o n of t h e L D L -
r e c e pt or vi a st er ol-r es p o nsi v e el e m e nt bi n di n g pr ot ei ns ( S R E B Ps) [ 3 0 1].  
I n s u m m ar y, t h er e ar e cl e ar m et a b oli c b e n efits ass o ci at e d wit h l o w eri n g A p o B 
l e v els. H o w e v er, e xisti n g A p o B-l o w eri n g t h er a pi es t ar g et a r el ati v el y s m all n u m b er of 
p at h w a ys, a n d h a v e eit h er li mit e d p ot e nti al f or l o w eri n g A p o B or i nt ol er a bl e si d e eff e cts. 
W e t h er ef or e s e e k t o e x p a n d t h e c oll e cti o n of t h er a p e uti c t ar g ets a n d p h ar m a c e uti c als 
a v ail a bl e t o m o d ul at e A p o B l e v els, a n d pri oriti z e t h es e c o m p o u n ds b as e d o n t h eir 
p ot e nti al t o tr e at m et a b oli c dis e as e.  
T h er e ar e n u m er o us p at h w a ys k n o w n t o m o d ul at e A p o B, wit h e a c h p a t h w a y 
s er vi n g as a p ot e nti al t h er a p e uti c t ar g et t o d e v el o p A p o B -l o w eri n g c o m p o u n ds. S e v er al 
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pr o misi n g t h er a p e uti c t ar g ets h a v e b e e n hi g hli g ht e d b y r e c e nt g e n eti c st u di es i n h u m a ns, 
b ut h a v e n ot y et b e e n i n hi bit e d p h ar m a c e uti c all y. F or e x a m pl e, m ut ati o ns i n  Pr o pr ot ei n 
c o n v ert as e s u btilisi n/ k e xi n t y p e 9 (P C S K 9 ), S ortili n ( S O R T 1) a n d Asi al o gl y c o pr ot ei n-1 
( A S G R 1) a ct t hr o u g h di v ers e m e c h a nis ms b ut c o nsist e ntl y r es ult i n r e d u c e d l e v els of 
s er u m A p o B a n d a si g nifi c a nt r e d u cti o n i n c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k [ 3 0 2-3 0 4] . T h er e 
ar e n u m er o us ot h er pr ot ei ns a n d p at h w a ys k n o w n t o m o d ul at e A p o B  [ 6 8, 7 2], a n d li k el y 
m a n y m or e t h at h a v e n ot b e e n c h ar a ct eri z e d, t h at r e pr es e nt si mil arl y pr o misi n g 
t h er a p e uti c t ar g ets f or l o w eri n g A p o B l e v els.  
R at h er t h a n s cr e e n f or i n hi bit ors of e a c h p at h w a y i n di vi d u all y (t ar g et -b as e d 
s cr e e ni n g), I h a v e d e v el o p e d a n a p pr o a c h t o s cr e e n f or i n hi bit ors of m a n y A p o B -
l o w eri n g p at h w a ys i n p ar all el usi n g i n vi v o p h e n ot y pi c s cr e e ni n g. P h e n ot y pi c s cr e e ni n g 
us es a si n gl e p h e n ot y p e (i n t his c as e, A p o B l e v els) as a r e a d o ut, a n d s e e ks t o i d e ntif y 
c o m p o u n ds t h at m o d ul at e t his p h e n ot y p e [ 3 0 5, 3 0 6]. It is i m p ort a nt t o n ot e t h at t his 
s cr e e n is n ot f o c us e d o n i d e ntif yi n g c o m p o u n ds t h at i nt er a ct or i nt erf er e wit h t h e A p o B 
pr ot ei n its e lf, b ut r at h er s e e ks t o t ar g et p at h w a ys t h at r e g ul at e A p o B h o m e ost asis. F or 
e x a m pl e, hits fr o m t his s cr e e n c o ul d i n cl u d e i n hi bit ors of M T P, P C S K 9, A S G R 1, or a n y 
n u m b er of pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d p at h w a ys t h at s er v e t o r e g ul at e A p o B l e v els. As 
A p o B is r e g ul at e d b y a c o m pl e x h o m e ost ati c n et w or k t h at s p a ns n u m er o us c ell t y p es, 
p erf or mi n g p h e n ot y pi c s cr e e ni n g  i n c ult ur e d c ells w o ul d f ail t o c a pt ur e m u c h of t h e 
i nt er-or g a n p h ysi ol o g y r es p o nsi bl e f or c o ntr olli n g A p o B l e v els  [ 3 0 7]. W hil e un bi as e d 
s cr e e ni n g i n a li v e v ert e br at e aff or ds t h e o p p ort u nit y t o i d e ntif y A p o B m o d ul at ors t h at a ct 
i n a n y c ell a n d tiss u e t y p e, it is n ot pr a cti c al t o p erf or m s u c h s cr e e ns i n t h e m a m m ali a n 
m o d el s yst e ms cl assi c all y us e d t o st u d y li p o pr ot ei n bi ol o g y.  
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T h e l ar v al z e br afis h h as e m er g e d as t h e pr e mi er e m o d el s yst e m f or hi g h -
t hr o u g h p ut s cr e e ni n g i n vi v o, as it is e as y t o pr o d u c e a l ar g e n u m b er of or g a nis ms t h at 
c a n b e m ai nt ai n e d a n d e x p os e d t o t est c o m p o u n ds i n 9 6 -w ell pl at e f or m at. I m p ort a ntl y, 
p h e n ot y pi c s cr e e ns, li k e t h e o n e pr o p os e d h er e, h a v e h a d hi g h s u c c ess r at es i n first -i n-
cl ass c o m p o u n d dis c o v er y i n r e c e nt d e c a d es [ 3 0 5, 3 0 6], v ali d ati n g t h e utilit y of t his 
a p pr o a c h . T h er e ar e als o pl e ntif ul e x a m pl es of h u m a n t h er a p e uti cs s h o wi n g si mil ar 
a cti vit y i n z e br afis h, i n cl u di n g a nti -di a b eti c, c ar di o v as c ul ar, a nti -a n gi o g e ni c, a nti -c a n c er 
[ 3 0 8], c ar di ot o xi c, at h er o pr ot e cti v e [ 3 0 9], a n d ps y c h o a cti v e c o m p o u n ds [ 3 1 0, 3 1 1]. 
A d diti o n all y, z e br afis h pr ot ei ns ar e hi g hl y c o ns er v e d wit h h u m a ns a n d 8 2 % of h u m a n 
dis e as e pr ot ei ns h a v e a n n ot at e d z e br afis h ort h ol o gs [ 3 1 2]. T h e hi g h g e n eti c a n d 
p h ar m a c ol o gi c al c o ns er v ati o n wit h h u m a ns a n d t h e s u c c ess of pr e vi o us H T S eff orts 
pr o vi d e str o n g j ustifi c ati o n f or t h e c o nti n u e d us e of z e br afis h as a t o ol f or h u m a n dr u g 
dis c o v er y.  
W hil e t h e l ar v al z e br afis h is a n est a blis h e d s yst e m  f or dr u g dis c o v er y, it h as o nl y 
r e c e ntl y b e e n d e v el o p e d as a m o d el t o st u d y A p o B l e v els (s e e C h a pt er 3). As l ar v al 
z e br afis h ar e t o o s m all t o p erf or m r o uti n e e xtr a cti o n of pl as m a a n d is ol ati o n of 
li p o pr ot ei ns, I cr e at e d a tr a ns g e ni c r e p ort er li n e t h at c o upl es A p o B l e v els t o a q u a ntit ati v e 
li g ht-e mitti n g r e a d o ut c all e d Li p o Gl o. I cr e at e d Li p o Gl o b y i ntr o d u ci n g a bri g ht 
c h e mil u mi n es c e nt r e p ort er ( N a n ol u c) as a n i n -fr a m e f usi o n t o A p o B i n t h e z e br afis h 
g e n o m e.  
H er e I s h o w t h at t h e Li p o Gl o r e p ort er s yst e m e n a b l es hi g h-t hr o u g h p ut 
q u a ntifi c ati o n of A p o B -l e v els i n z e br afis h l ar v a e. I als o d e m o nstr at e c o ns er v ati o n of 
n u m er o us i m p ort a nt g e n es i n v ol v e d i n A p o B h o m e ost asis i n z e br afis h, a n d d e v el o p a 
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s cr e e ni n g p ar a di g m wit h r o b ust st atisti c al p erf or m a n c e t h at us es l o m it a pi d e as a p ositi v e 
c o ntr ol t o e v al u at e A p o B l e v els i n z e br afis h. I g o o n t o s h o w t h at a n i nt er n al 
c o u nt ers cr e e n c a n b e us e d t o eli mi n at e f als e -p ositi v es, a n d o utli n e a s uit e of s e c o n d ar y 
s cr e e ns t h at c a n b e us e d t o pri oriti z e c o m p o u n ds b as e d o n t h eir m e t a b oli c b e n efit. T h es e 
fi n di n gs est a blis h a p ar a di g m f or c o u pli n g t h e Li p o Gl o s yst e m t o i n vi v o H T S f or t h e 
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R e s ult s  
 
L ar v al z e br afis h r e c a pit ul at e all m aj or as p e cts of A p o B h o m e ost asis -  
L ar v al z e br afis h s h o w r e m ar k a bl e c o ns er v ati o n of p at h w a ys r el at e d t o A p o B 
m et a b olis m c o m p ar e d t o h u m a ns. B y 5 d pf, z e br afis h h a v e d e v el o p e d all m aj or di g esti v e 
or g a ns ( Fi g. 1 b), a n d p oss ess all t h e c ell a n d tiss u e t y p es t h at c o ntri b ut e t o A p o B 
r e g ul ati o n. I h a v e pr e vi o usl y s h o w n t h at alt h o u g h t h er e ar e m ulti pl e d u pli c ati o ns of t h e 
A p o B g e n e i n z e br afis h, a si n gl e is of or m ( a p o B b. 1 ; f o c us of t his st u d y) is r es p o nsi bl e f or 
pr o d u ci n g o v er 9 5 %  of t h e A p o B m R N A a n d pr ot ei n fr o m b ot h t h e li v er a n d i nt esti n e 
[ 8 2], a n d t h at  t h e A p o B  a mi n o a ci d s e q u e n c e  is w ell c o ns er v e d c o m p ar e d t o h u m a ns [ 8 2, 
3 1 3, 3 1 4] , wit h p arti c ul arl y hi g h c o ns er v ati o n i n all t h e ess e nti al f u n cti o n al d o m ai ns s u c h 
as t h e M T P -i nt er a cti n g d o m ai n, t h e L D L-r e c e pt or bin di n g sit e, a pr oli n e -ri c h r e gi o n, a n d 
t h e c o ns er v e d r esi d u e t h at c a us es f a mili al h y p er c h ol est er ol e mi a w h e n m ut at e d i n h u m a ns 
(Fi g. 1 a, gr e e n b o x es) [ 3 1 4-3 1 6] . Alt h o u g h t w o of t h e pr oli n e-ri c h r e p e ats ar e a bse nt i n 
z e br afis h A p o B, t h e y ar e t h o u g ht t o h a v e aris e n fr o m p arti al g e n e -d u pli c ati o n a n d li k el y 
h a v e littl e f u n cti o n al i m p ort a n c e ( Fi g. 1 a, r e d b o x es) [ 3 1 6]. I n h u m a ns, a f ull-l e n gt h 
A p o B -1 0 0 pr ot ei n is e x pr ess e d i n t h e li v er a n d t h e tr a ns cri pt is p ost -tr a ns cri pti o n all y 
m o difi e d i n t h e i nt esti n e t o f or m a tr u n c at e d ( A p o B -4 8) is of or m. Z e br afis h h a v e n eit h er 
t h e c yt osi n e d e a mi n as e e n z y m e n or t h e c o ns er v e d m o difi c ati o n sit e (Fi g. 1 a, r e d b o x) t h at 
m e di at e p ost -tr a ns cri pti o n al pr o c essi n g i n m a m m als [ 3 1 7], i n di c ati n g t h at z e br afis h 
pr o d u c e e x cl usi v el y f ull -l e n gt h A p o B. T h e p h ysi ol o gi c al r el e v a n c e of t h e tr u n c at e d 
A p o B -4 8 is n ot w ell u n d erst o o d, b ut mi g ht p er mit m or e  effi ci e nt pr o d u cti o n of 
li p o pr ot ei ns f oll o wi n g a hi g h-f at m e al [ 3 1 8]. I m p ort a ntl y, as b et a-li p o pr ot ei ns of b ot h 
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li v er a n d i nt esti n al ori gi n ar e ris k f a ct ors f or c ar di o m et a b oli c dis e as e [ 3 1 9], t h e l a c k of a 
tr u n c at e d is of or m i n z e br afis h all o ws us t o t a g all A p o B pr ot ei ns wit h a si n gl e c ar b o x y-
t er mi n al t a g. T his si n gl e r e p ort er f usi o n pr ot ei n is t h er ef or e s e nsiti v e t o m o d ul at ors of 
b ot h g ut a n d li v er d eri v e d b et a -li p o pr ot ei ns. I n a d diti o n, z e br afis h als o h a v e c o ns er v e d 
ort h ol o gs of t h e m aj orit y of g e n es i n v ol v e d i n A p o B c ell bi ol o g y a n d p h ysi ol o g y ( Fi g. 1 c,  
wit h s e v er al pr o misi n g dr u g t ar g ets hi g hli g ht e d  i n gr e e n), a n d m ut ati o ns i n t h es e g e n es 
r e c a pit ul at e p h e n ot y p es s e e n i n c orr es p o n di n g h u m a n dis e as e (Fi g. 2 f) [ 2 2 6, 3 2 0].  
 
L u cif er as e -t a g g e d A p o B p er mits s e nsiti v e c h ar a ct eriz ati o n of li p o pr ot ei n p h e n ot y p es-  
T o q u a ntif y A p o B -l e v els i n i n di vi d u al z e br afis h, w e us e d T A L E N-m e di at e d 
pr e cis e g e n o m e e n gi n e eri n g t o i ntr o d u c e t h e N a n o L u c r e p ort er as a c ar b o x y -t er mi n al t a g 
o n A p o B ( Fi g. 2 a). N a n o L u c l u cif er as e is h alf t h e si z e ( 1 4 k D a) a n d ~ 1 0 0 -f ol d bri g ht er 
t h a n fir efl y l u cif er as e, s h o ws ess e nti all y n o b a c k gr o u n d si g n al, a n d all o ws f or 
i n d e p e n d e nt p ar all el q u a ntifi c ati o n of a s e c o n d r e p ort er (fir efl y l u cif er as e), t h us 
e n g e n d eri n g u n p a r all el e d s e nsiti vit y f or o ur ass a y [ 3 2 1]. W e pr o vi d e s u bst a nti al 
pr eli mi n ar y d at a t o v ali d at e t h at t h e N a n o L u c t a g d o es n ot disr u pt A p o B f u n cti o n, 
N a n o L u c si g n al a c c u m ul at es i n t h e e x p e ct e d li p o pr ot ei n d e nsit y fr a cti o ns ( Fi g. 2 b), 
li p o pr ot ei ns pr es e nt i n e a c h fr a cti o n ar e t h e e x p e ct e d si z es ( 2 0-6 0 n m) ( Fi g. 2 c), a n d t h e 
p arti cl es s h o w t h e e x p e ct e d el e ctr o p h or eti c m o bilit y o n a 3 % p ol y a cr yl a mi d e g el ( Fi g. 
2 d).  
W e t h e n s et o ut t o v erif y t h at s p e cifi c di et ar y, g e n eti c, a n d p h ar m a c ol o gi c al 
m a ni p ul ati o ns k n o w n t o m o d ul at e A p o B i n h u m a ns h a d si mil ar eff e cts i n z e br afis h. 
S p e cifi c all y, a hi g h -f at m e al i n cr e as es li pi d a v ail a bilit y a n d c o n c o mit a ntl y r ais es A po B 
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l e v els [ 8 0], a n d t h e A p o B-N a n o L u c r e p ort er s h o ws t h e e x p e ct e d i n d u cti o n i n r es p o ns e t o 
hi g h -f at f e e di n g (Fi g. 2 e). H u m a ns l a c ki n g A p oli p o pr ot ei n -CII ( A p o C 2) h a v e pr of o u n dl y 
i n cr e as e d A p o B l e v els ( h y p erli p o pr ot ei n e mi a t y p e I B) as a r es ult of d ef e cts i n pr o c essi n g 
a n d t ur n o v er of A p o B - c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns [ 3 2 2]. W e h a v e us e d C RI S P R t o t ar g et t h e 
a p o c 2 g e n e i n z e br afis h, a n d f o u n d t h e e x p e ct e d h all m ar ks of h y p erli p o pr ot ei n e mi a t y p e 
I B i n cl u di n g el e v at e d A p o B l e v els  (Fi g. 2 f) a n d a c c u m ul ati o n of l ar g e li p o pr ot ei n 
p arti cl es ( d at a n ot s h o w n). P h ar m a c e uti c al tr e at m e nt usi n g l o mit a pi d e ( a n M T P i n hi bit or) 
r es ults i n si g nifi c a nt r e d u cti o n of A p o B l e v els i n h u m a ns [ 2 9 4], a n d si g nifi c a ntl y l o w er e d 
A p o B -N a n o L u c l e v els i n z e br afis h l ar v a e ( Fi g. 2 g). Fi n all y, w e p erf or m e d a 
d e v el o p m e nt al ti m e -c o urs e t o d et er mi n e t h e o pti m al tr e at m e nt wi n d o w f or c o m p o u n d 
s cr e e ni n g. L ar v a e ar e n o uris h e d b y m at er n al y ol k at t his st a g e, w hi c h is a bs or b e d a n d 
p a c k a g e d i nt o b et a -li p o pr ot ei ns at a st er e ot y pi c r at e t hr o u g h o ut d e v el o p m e nt t h us 
pr o vi di n g pr e di ct a bl e r ef er e n c e l e v els t o i d e ntif y m o d ul at ors of A p o B ( Fi g. 2 h,i). I n 
c o n cl usi o n, t h e A p o B -N a n o L u c r e p ort er p erf e ctl y r efl e cts A p o B d y n a mi cs, all o wi n g us 
t o c a pt ur e m o d ul at ors of A p o B pr o d u cti o n, st a bilit y, a n d t ur n o v er.  
 
L o mit a pi d e tr e at m e nt r es ults i n a r o b ust a n d r e pr o d u ci bl e r e d u cti o n of A p o B l e v els  
 L o mit a pi d e h as pr e vi o usl y b e e n us e d i n l ar v al z e br afis h t o i n hi bit pr o d u cti o n of 
A p o B -L Ps. L o mit a pi d e w as t h us us e d as a p ositi v e c o ntr ol t o e v al u at e t h e st atisti c al 
p erf or m a n c e of t h e Li p o Gl o ass a y. A st a n d ar d m etri c f or H T S ass a y q u alit y is t h e Z’ -
f a ct or ( Z’), w hi c h h as a n ar bitr ar y t hr es h ol d of . 5 f or a n H T S-r e a d y ass a y [ 3 2 3]. Z’ 
c al c ul ati o ns f or t his ass a y r e v e al its e x c ell e nt p erf or m a n c e ( >. 5) b as e d o n g e n eti c p ositi v e 
a n d n e g ati v e c o ntr ols ( Fi g.  3 a, A p o B -N a n o L u c vs. wil d -t y p e, r efl e cti n g v er y hi g h si g n al 
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� � �� � �� ��� � ��� �� � � � �� �� �� � �� ��� ��� � ��� � ���� � ��� � � �� �� � �� � ���� �� � ���� �� � �� � ��� ��� �� ��� �� � � ��
���� � �� ���� � � � �� ��� � � ���� � �� � � ��� ��� � � � � � � � � �� ��� ��� � � ���� � � ��� � � ����� ��� ���� �� � �� ��� � � ���
� ����� � � ��� � ��� � �� ��� � � � �� � � �� �� � �� ���� ���� ��� ��� � � ��� � �� � � � � � �� �� � � � � � � �� � � �� ��
��� � � �� � � � ��� � �� � � � �� � � �� ��� � �� �� �� � � ��� � � �� � � �� � � � ��� �� � �� � �� �� ��� � �� ���� � �� ����
� � �� �� ��� ��� ����� � ��� �� � � ��� � � � �� ��� ����
�� � � � �� ��� � � � � �� � � �� � � � � � � �� �� ��� ��� � �� � �� �� � � �� ��� � �� � �� ��� � � ��� ���� � �� � � � ��� � � � � � �� � � � � ��
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t o b a c k gr o u n d r ati os), b ut p o or er p erf or m a n c e b as e d o n l o mit a pi d e, t h e b est 
p h ar m a c ol o gi c al p ositi v e c o ntr ol a v ail a bl e ( Fi g. 3 a). P o or er ass a y p erf or m a n c e i n t h e 
l att er e x p eri m e nt is a r es ult of b ot h t h e i n h er e nt v ari a bilit y of li v e v ert e br at e s yst e ms, as 
w ell as t h e l a c k of a v ail a bilit y of a s uffi ci e ntl y p ot e nt A p o B -l o w eri n g t h er a p y t o us e as a 
p ositi v e c o ntr ol. T o c o nt e xt u ali z e t h es e c al c ul ati o ns, h u m a ns tr e at e d wit h t h e str o n g est 
A p o B -l o w eri n g t h er a pi es a v ail a bl e (l o mit a pi d e a n d a P C S K 9 a nti b o d y) s h o w si mil ar 
m a g nit u d es of r e d u cti o n i n A p o B wit h hi g h er l e v els of v ari a bilit y [ 2 3 8, 3 2 4] (Fi g. 3 b), 
a n d h a v e p o or er Z’ -f a ct ors (-0. 6 3 a n d -1. 0 2). T h e l o w er v ari a bilit y i n t h e  z e br afis h m o d el 
is li k el y d u e t o t h e hi g hl y c o nsist e nt di et of m at er n al y ol k us e d t o n o uris h z e br afis h 
d uri n g t h e s cr e e n. T h e i n a bilit y of t h e str o n g est p h ar m a c e uti c als a v ail a bl e t o a c hi e v e a Z’ 
gr e at er t h a n . 5 i n h u m a ns or z e br afis h i n di c at es t h at t his m a y n ot b e a r e alisti c t hr es h ol d 
t o s cr e e n f or m o d ul at ors of A p o B i n li v e v ert e br at es.  
Pr e vi o us s cr e e ni n g eff orts usi n g  li v e z e br afis h t o st u d y diff er e nt pr o c ess es w er e 
als o u n a bl e t o r e a c h t h e Z’ t hr es h ol d  of 0. 5 ( Fi g. 3 c, n ot e s cr e e n w as f or c o m p o u n ds t h at 
i n cr e as e si g n al), a n d pr o m ot e  a d o pti o n of  a n alt er n ati v e a n al yti c al fr a m e w or k b as e d o n 
t h e stri ctl y st a n d ar di z e d m e a n diff er e n c e ( S S M D) st atisti c. S S M D s c or es ar e (i) 
fr e q u e ntl y us e d f or i n vi v o s cr e e ni n g (s u c h as R N Ai -s cr e e ns), (ii) a c c o u nt f or t h e i n h er e nt 
v ari a bilit y i n li v e v ert e br at e s yst e ms, a n d (iii) ar e b ett er s uit e d t o ass a ys w h er e a n 
e xtr e m el y str o n g p ositi v e c o ntr ol is n ot a v ail a bl e or a p pr o pri at e [ 3 2 5, 3 2 6]. T h e Li p o Gl o 
ass a y d es cri b e d h er e h as si g nifi c a ntl y hi g h er st atisti c al p erf or m a n c e t h a n  pr e vi o usl y 
p u blis h e d H T S ass a ys usi n g li v e z e br afis h  [ 3 2 7] as m e as ur e d b y b ot h t h e Z’ -f a ct or a n d 
p o w er c al c ul ati o ns ( Fi g. 3 a -c). I n s u m m a r y, t h e pr o p os e d ass a y s h o ws e x c ell e nt st atisti c al 
p erf or m a n c e b as e d o n g e n eti c c o ntr ols ( Z’ >. 5), b ett er p erf or m a n c e t h a n e x p e ct e d usi n g 
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p h ar m a c e uti c al c o ntr ols as c o m p ar e d t o A p o B -l o w eri n g tr e at m e nts i n h u m a ns, a n d 
s u p eri or ass a y q u alit y t o t h e pr e vi o us s u c c essf ul H T S i n z e br afis h, s u g g esti n g a hi g h 
pr o b a bilit y of s u c c ess i n t h e pri m ar y s cr e e n.  
 
S a m pl e siz e, err or r at e, a n d hit s el e cti o n c al c ul ati o ns -  
St atisti c al r es a m pli n g of p ositi v e c o ntr ol tr e at m e nts c a n b e us e d t o esti m at e t h e 
a p pr o pri at e s a m pl e si z e f or H T S ass a ys gi v e n t y p e I a n d t y p e II err or r at e t hr es h ol ds a n d 
a d esir e d c ut off f or eff e ct si z e [ 2 2 5]. Ass u mi n g a t y p e II err or r at e of . 0 1 a n d s etti n g t h e 
hit s el e cti o n c ut off t o 5 0 % t h e m a g nit u d e of p ositi v e c o ntr ol tr e at m e nt g e n er at es a l o g -
li n e ar r el ati o ns hi p b et w e e n s a m pl e si z e a n d t y p e I err or r at e (Fi g. 3 e). A s a m pl e si z e of 9 
c orr es p o n ds t o a n err or r at e of . 0 1, s u g g esti n g t h at a r el ati v el y s m all n u m b er of bi ol o gi c al 
r e pli c at es c a n b e us e d t o p erf or m a r o b ust pri m ar y s cr e e n ( pr e vi o us ass a ys r e q uir e d a 
s a m pl e si z e of 1 6). B esi d es s er vi n g as a m etri c f or ass a y q u alit y, t h e S S M D s c or e c a n 
als o b e us e d t o d et er mi n e hit c ut off crit eri a. T his st atisti c al t est c o m p ar es t h e a v er a g es 
b et w e e n t h e n e g ati v e c o ntr ol a n d e a c h e x p eri m e nt al s a m pl e, a n d t h e n a dj usts t his 
diff er e n c e b as e d o n t h e m e di a n a bs ol ut e d e vi ati o n ( M A D) of e a c h s a m pl e, s u c h t h at 
s a m pl es wit h hi g h v ari a bilit y will b e p e n ali z e d a n d pr o d u c e a p o or S S M D s c or e e v e n if 
t h er e is a l ar g e diff er e n c e b et w e e n t h e m e a ns. I n p ositi v e c o ntr ol tr e at m e nts, l o mit a pi d e 
pr o d u c e d a n S S M D s c or e of -4. 5, r efl e cti n g a v er y str o n g c o ntr ol ass a y. T h e s c ali n g 
f a ct or f or m ul a (Fi g. 3 d) c a n b e us e d t o d et er mi n e t h e S S M D hit -s el e cti o n c ut off b as e d o n 
t h e d esir e d m a g nit u d e r el ati v e t o t h e p ositi v e c o ntr ol. A c o m p o u n d wit h a 5 0 % eff e ct si z e 
r el ati v e t o M T P w as c h os e n as a p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt eff e ct si z e, w hi c h s ets a n 
S S M D hit c ut off s c or e of -2. 7 ( Fi g. 3 f).  
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D e v el o p m e nt of a n i nt er n al c o u nt ers cr e e n f or c yt ot o xi cit y  
T h e N a n o L u c r e p ort er us es a diff er e nt s u bstr at e t h a n fir efl y l u cif er as e, all o wi n g a 
s e c o n d l u cif er as e r e p ort er t o b e m e as ur e d i n p ar all el as a n i nt er n al c o ntr ol. W e c h os e t o 
us e a tr a ns g e ni c li n e e x pr essi n g Fir efl y L u cif er as e ( Fl u c) r e p ort er i n e v er y c ell ( dri v e n b y 
t h e u bi q uiti n pr o m ot er) f or t his p ur p os e [ 3 2 8]. B y m o nit ori n g l e v els of Fir efl y l u cif er as e, 
t h e s cr e e ni n g ass a y will b e a bl e t o d et e ct if a n y tr e at m e nts r es ult i n d e v el o p m e nt al d el a y, 
c yt ot o xi cit y/ d e at h, or g e n er a l disr u pti o ns i n tr a ns cri pti o n, tr a nsl ati o n, or pr ot ei n 
t ur n o v er/st a bilit y. T h e i nt er n al c o ntr ol li n e w as br e d wit h t h e A p o B-N a n o L u c r e p ort er 
li n e, a n d t h e pr o g e n y w er e i n cr oss e d a n d t o cr e at e a br e e di n g st o c k h o m o z y g o us f or b ot h 
r e p ort ers.  
 
R es ults of pil ot s cr e e n usi n g s el e ct e d c o m p o u n ds fr o m L O P A C 1 2 8 0 li br ar y  
W e h a v e v ali d at e d t h e pr o p os e d a p pr o a c h o n a c oll e cti o n of c o m p o u n ds 
i m pli c at e d i n li pi d a n d li p o pr ot ei n m et a b olis m (Fi g. 4 c). C o nsist e nt wit h o ur 
u n d erst a n di n g t h at v er y f e w k n o w n c o m p o u n ds m o d ul at e A p o B m et a b olis m, n o n e of t h e 
c o m p o u n ds t est e d r es ult e d i n a si g nifi c a nt c h a n g e i n A p o B e x c e pt f or t h e p ositi v e c o ntr ol 
c o m p o u n d, l o mit a pi d e. T h e s cr e e ni n g ass a y i n cl u d es fir efl y l u cif er as e as a n i nt er n al 
c o ntr ol r e p ort er t o d et e ct off -t ar get or c yt ot o xi c eff e cts, a n d t h e m aj orit y of c o m p o u n ds 
t est e d r es ult e d i n al m ost n o eff e ct o n fir efl y l u cif er as e l e v els, as e vi d e n c e d b y t h e ti g ht 
distri b uti o n of S S M D s c or es f or fir efl y l u cif er as e ar o u n d z er o  ( Fi g . 4 a). C ut off v al u es f or 
fir efl y l u cif er as e w er e s et t o p ositi v e (i n cr e as e i n si g n al) a n d n e g ati v e  ( d e cr e as e i n 
si g n al) 2. 4, c orr es p o n di n g t o 6 st a n d ar d d e vi ati o ns a w a y fr o m t h e a v er a g e S S M D s c or e. 
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A n y S S M D s c or es o utsi d e of t his r a n g e ( d e n ot e d b y r e d li n es) will b e dis c ar d e d as t h e y 
r es ult i n s e v er e off -t ar g et eff e cts s u c h as d e v el o p m e nt al d el a y or t o xi cit y. S e v er al 
c o n c e ntr ati o ns of t est c o m p o u n ds w er e l et h al t o z e br afis h l ar v a e a n d, as e x p e ct e d, 
r et ur n e d v er y str o n g n e g ati v e S S M D s c or es ( <-1 0) t h at cl e arl y si g n al f or e x cl usi o n fr o m 
a n al ysis ( Fi g. 4 d, R osi glit a z o n e a n d F e n ofi br at e).  
A p o B -N a n o L u c will b e t h e pri m ar y r e a d o ut, a n d t h e hit s el e cti o n c ut off w as s et t o 
-2. 7 ( Fi g. 4 a, b, d, i n di c at e d b y d as h e d gr e e n li n e) as pr e vi o usl y dis c uss e d ( Fi g. 3 f). 
P ositi v e c o ntr ol tr e at m e nt wit h l o mit a pi d e r es ult e d i n a d os e -d e p e n d e nt d e cr e as e i n 
N a n o L u c l e v els t h at e x c e e ds t hr es h ol d c ut off r e q uir e m e nts wit h o ut aff e cti n g t h e i nt er n al 
c o ntr ol r e p ort er ( Fi g. 4 b). I nt er esti n gl y, s e v er al c o m p o u n ds r es ult e d i n a mil d b ut d os e -
d e p e n d e nt i n cr e as e i n A p o B l e v els, m ost li k el y a n i n di c ati o n of d e v el o p m e nt al d el a y 
(Fi g. 4 d). A p o B l e v els ar e d e cli ni n g i n t h e p eri o d fr o m 4 t o 5 d pf ( Fi g. 2 i), s o a n y 
c o m p o u n d t h at d el a ys d e v el o p m e nt w o ul d b e e x p e ct e d t o r es ult i n a hi g h er l e v el of 
A p o B. C o m p o u n ds i n d u ci n g d e v el o p m e nt al d el a y or i n cr e as es i n A p o B l e v els ar e of n o 
i nt er est t o t his s cr e e n, a n d t h er e is t h er ef or e n o u p p er/ p ositi v e ‘ hit’ t hr es h ol d.  R es ults 
fr o m t h e pr eli mi n ar y s cr e e n s u p p ort t h at (i) t h e s cr e e ni n g pr o c ess is r o b ust a n d fr e e of 
f als e p ositi v es, (ii) c yt ot o xi c/l et h al c o m p o u n ds c a n b e r e a dil y d et e ct e d a n d dis c ar d e d, a n d 
(iii) t h e p ositi v e c o ntr ol tr e at m e nt r es ults i n str o n g, d os e-r es p o nsi v e eff e cts t h at m e et all 
hit s el e cti o n crit eri a.   
 
O utli n e  of a s e c o n d ar y s cr e e ni n g pi p eli n e t o pri oritiz e hits fr o m p ri m ar y s cr e e n  
S e c o n d ar y ass a ys ar e a n ess e nti al c o m p o n e nt of H T S, as hits i d e ntifi e d i n t h e 
pri m ar y s cr e e n m a y a ct t hr o u g h e xtr e m el y di v ers e m e c h a nis ms or r es ult i n u n d esir a bl e 
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off -t ar g et eff e cts a n d ar e u nli k el y t o b e a d o pt e d f or f urt h er d e v el o p m e nt wit h out s o m e 
d e gr e e of a d diti o n al c at e g ori z ati o n a n d pri oriti z ati o n. Hi g h c o nt e nt s cr e e ni n g ( H C S) 
usi n g a ut o m at e d mi cr os c o p y a n d i m a g e a n al ysis pr o vi d es a us ef ul f oll o w -u p t o H T S, as it 
c a n pr o vi d e m u c h m or e d et ail e d a n d hi g h -di m e nsi o n al d at as ets t o c o m pl e m e nt a pri m ar y 
s cr e e n.  I o utli n e us e of t h e V ert e br at e A ut o m at e d S cr e e ni n g T e c h n ol o g y ( V A S T) 
i m a gi n g pl atf or m t o e x p e dit e s e c o n d ar y s cr e e ni n g [ 3 2 9] ( U ni o n Bi o m etri c a) a n d  m o nit or 
eff e cts of l e a d c o m p o u n ds o n dis e as e pr o gr essi o n usi n g a di et -i n d u c e d z e br afis h m o d el of 
m et a b oli c dis e as e a n d a c oll e cti o n of tr a ns g e ni c z e br afis h c arr yi n g r e p ort ers of c e ntr al 
m et a b oli c dis e as e p h e n ot y p es.  ( Fi g. 5)  
 
A ut o m at e d i m a gi n g a n d a n al ysis pl atf or m -  
T h e V A S T a ut o m at e d i m a gi n g pl atf or m pr o vi d es u n p ar all el e d c o nsist e n c y a n d 
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mi cr os c o p e st a g e a n d c oll e ct i m a g es at us er -d efi n e d e x p os ur e s etti n gs. W e h a v e 
p ur c h as e d t his i ns tr u m e nt a n d s h o w n t h at it is c a p a bl e of c oll e cti n g hi g h-r es ol uti o n 
fl u or es c e nt i m a g es of li v e z e br afis h tiss u e. T h e V A S T is c a p a bl e of i m a gi n g 
a p pr o xi m at el y 1 0 0 l ar v a e p er h o ur, w hi c h will pr o vi d e s uffi ci e nt t hr o u g h p ut c a p a cit y t o 
k e e p p a c e wit h hits i d e nt ifi e d b y t h e pri m ar y s cr e e n.  
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r es ult i n a si g nifi c a nt r e d u cti o n i n A p o B l e v els, b ut will b e u nli k el y t o e n g e n d er 
t h er a p e uti c v al u e d u e t o off t ar g et eff e cts. Vit a mi n-D bi n di n g pr ot ei n ( D B P) is 
c o nstit uti v el y s e cr et e d fr o m t h e li v er a n d h as b e e n us e d as a m ar k er of h e p ati c s e cr et or y 
a cti vit y b y c r e ati n g a D B P-G F P f usi o n pr ot ei n ( Fi g. 5 a) [ 3 3 0]. Hits t h at r estri ct G F P 
fl u or es c e n c e t o t h e li v er will b e dis c ar d e d as g e n er al i n hi bit ors of t h e s e cr et or y p at h w a y.  
 
Fl u or es c e nt ass a y f or h e p ati c tri gl y c eri d e c o nt e nt :  
H e p ati c tri gl y c eri d e a c c u m ul ati o n is a n i m p ort a nt ris k f a ct or f or m et a b oli c 
dis e as e, b ut t o ols c a p a bl e of s cr e e ni n g t his p h e n ot y p e i n vi v o h a v e n ot b e e n pr e vi o usl y 
d e v el o p e d. T h e F ar b er l a b h as d e v el o p e d a tr a ns g e ni c z e br afis h li n e t o a d dr ess t his iss u e 
t hat e x pr ess es t h e p erili pi n -2 ( Pli n 2) g e n e f us e d t o E G F P o n a li v er s p e cifi c pr o m ot er. 
Pli n 2 w as s el e ct e d as a n i d e al m ar k er f or li pi d a c c u m ul ati o n, as t h e pr ot ei n is r a pi dl y 
d e gr a d e d u nl ess ass o ci at e d wit h a c yt o pl as mi c li pi d dr o pl et [ 3 3 1]. T h e li n e s h o ws bri g ht 
fl u or es c e nt si g n al w hil e h e p ati c li pi d dr o pl ets ar e pr es e nt, a n d c o nf o c al mi cr os c o p y 
c o nfir ms t h at t his si g n al is i n d e e d l o c ali z e d t o t h e p eri p h er y of c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets 
(Fi g. 5 b).  
 
Fl u or es c e nt ass a y f or c h a n g es i n i ns uli n si g n ali n g:   
A fl u or es c e nt a n d bi ol u mi n es c e nt r e p ort er of p h os p h o e n ol p yr u v at e c ar b o x y ki n as e 
( p c k 1) h as alr e a d y b e e n d e v el o p e d as a m e a ns of st u d yi n g i ns uli n si g n ali n g i n l ar v al 
z e br afis h [ 3 3 2]. P c k 1 is a h e p ati c e n z y m e i n v ol v e d i n gl u c o n e o g e n esis, a n d is a cti v at e d 
i n t h e st ar v e d or i ns uli n r esist a nt st at e (Fi g. 5 c). As A p o B h as b e e n i m pli c at e d as b ot h a 
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m ar k er a n d c a us al ris k f a ct or of i ns uli n r esist a n c e, m a n y hits ar e li k el y t o h a v e a n eff e ct 
o n i ns uli n si g n ali n g as w ell.  
 
Fl u or es c e nt ass a y f or at h er o g e ni c pl a q u e f or m ati o n :  
T h e z e br afis h is a n est a blis h e d m o d el of at h er o g e ni c pl a q u e f or m ati o n wit h 
m ulti pl e a p pr o a c h es t o ass ess pl a q u e f or m ati o n i n -vi v o. W e will ass ess b ot h t h e us e of 
fl u or es c e nt li pi d a n al o gs a n d a g e n eti c all y e n c o d e d fl u or es c e nt a nti b o d y t o o xi di z e d L D L 
(I K 1 7) [ 3 0 9] as m e a ns of m o nit ori n g at h er o g e n esis i n r e al ti m e ( Fi g. 5 d).  
 
Fl u or es c e nt ass a y f or i nfl a m m ati o n :  
A h all m ar k of i nfl a m m ati o n is t h e g e n er ati o n of h y dr o g e n p er o xi d e t hr o u g h t h e 
c o m bi n e d a cti o ns of N A D P H O xi d as e ( N O X) a n d s u p er o xi d e dis m ut as e ( S O D). T h e 
H y P er s e ns or [ 3 3 3] r el ays t h e i n cr e as e i n h y dr o g e n p er o xi d e pr o d u cti o n i nt o a fl u or es c e nt 
r e a d o ut t hr o u g h f usi o n of a m o difi e d y ell o w fl u or es c e nt pr ot ei n ( c p Y F P) t o a s plit 
v ersi o n of t h e pr o k ar y oti c h y dr o g e n p er o xi d e s e nsi n g pr ot ei n O x y R. H y dr o g e n p er o xi d e 
cr oss -li n ks t h e s plit O x y R d o m ai ns a n d r es ults i n a c o nf or m ati o n al c h a n g e i n t h e c p Y F P 
t o pr o d u c e a r e d-s hift e d si g n al. R ati o m etri c m e as ur e m e nt of t h e n ati v e a n d cr oss -li n k e d 
fl u or es c e nt si g n als pr o vi d es a l o c ali z e d r e a d o ut of i nfl a m m ati o n i n l ar v al z e br afis h (Fi g. 
5 e) [ 3 3 4].  
 
F l u or es c e nt ass a y f or E R-str ess:   
T h e C C A A T/ e n h a n c er -bi n di n g pr ot ei n h o m ol o g o us pr ot ei n ( C H O P) is r a pi dl y 
u pr e g ul at e d i n r es p o ns e t o E R -str ess, a n d alt h o u g h it is c o nstit uti v el y tr a ns cri b e d, C H O P 
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m R N A is u n d er str o n g tr a nsl ati o n al i n hi biti o n d u e t o a n u pstr e a m o p e n r e a di n g fr a m e 
( u O R F) pr es e nt i n t h e 5’ U T R, w hi c h is d e -r e pr ess e d i n st at es of E R-str ess. A n i n vi v o 
r e p ort er of E R-str ess h as b e e n d e v el o p e d usi n g z e br afis h t h at u bi q uit o usl y e x pr ess G F P 
m R N A wit h t h e 5’ u O R F s e q u e n c e fr o m C H O P a p p e n d e d t o t h e 5’ e n d of t h e c o di n g 
s e q u e n c e ( Fi g.  5 f) [ 3 3 5], s u c h t h at tr a nsl ati o n is r e pr ess e d u n d er n or m al c o n diti o ns b ut 
d e -r e pr ess e d i n r es p o ns e t o E R-str ess t o pr o vi d e a tiss u e l o c ali z e d fl u or es c e nt r e a d o ut f or 
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Di s c u s si o n  
 
M et a b oli c dis e as e r e m ai n a m aj or gl o b al h e alt h c o n c er n, wit h di a b et es, f att y li v er 
dis e as e, a n d c ar di o v as c ul ar dis e as e e a c h aff e cti n g l ar g e fr a cti o ns of t h e gl o b al p o p ul ati o n  
[ 2 7, 2 9 3]. A P O B-l o w eri n g t h er a pi es r e pr es e nt a p o w erf ul t h er a p e uti c a p pr o a c h t o c o m b at 
n u m er o us m et a b oli c dis e as es, as A P O B is dir e ctl y i n v ol v e d i n t h e eti ol o g y of di a b et es, 
c ar di o v a s c ul ar dis e as e, a n d f att y li v er dis e as e [ 2 7 9, 2 8 4, 2 9 1]. H o w e v er, e xisti n g A P O B-
l o w eri n g t h er a pi es bl o c k pr o d u cti o n of A P O B-L Ps, r es ulti n g i n s e v er e si d e eff e cts. 
I d e ntifi c ati o n of a d diti o n al A P O B-l o w eri n g c o m p o u n ds c o ul d t her ef or e tr a nsf or m o ur 
tr e at m e nt of m et a b oli c dis e as e.  
A P O B is r e g ul at e d b y a c o m pl e x h o m e ost ati c n et w or k t h at i n cl u d es n u m er o us 
c ell a n d tiss u e t y p es, w hi c h cr e at es c o u ntl ess o p p ort u niti es f or t h er a p e uti c i nt er v e nti o n. 
W hil e s e v er al pr o misi n g t h er a p e uti c t ar g ets h a v e b e e n i d e ntifi e d ( b ut n ot y et t ar g et e d 
p h ar m a c e uti c all y), h erit a bilit y st u di es s u g g est t h at m a n y a d diti o n al g e n es ar e i n v ol v e d i n 
A P O B h o m e ost asis w hi c h h a v e n ot y et b e e n c h ar a ct eri z e d. It is t h er ef or e i m pr a cti c al  t o 
us e t ar g et -b as e d s cr e e ni n g  t o i d e ntif y A P O B-l o w eri n g c o m p o u n ds, as si g nifi c a nt eff ort 
w o ul d b e r e q uir e d t o i d e ntif y r e g ul at ors of A P O B h o m e ost asis, a n d t h e n a n i n d e p e n d e nt 
s cr e e n w o ul d n e e d t o b e d e v el o p e d a n d e x e c ut e d f or e a c h t ar g et. B y c o ntr ast, p h e n ot y pi c 
s cr e e ni n g pr es e nts t h e  o p p ort u nit y t o s cr e e n f or A p o B -l o w eri n g dr u gs wit h o ut a pri ori 
i nf or m ati o n o n dr u g t ar g ets. T h us, it w o ul d b e p ossi bl e t o i d e ntif y i n hi bit ors t o b ot h 
c h ar a ct eri z e d a n d u n dis c o v er e d m o d ul at ors of A P O B si m ult a n e o usl y.  
T h e l ar v al z e br afis h is a n u n p ar all el e d v ert e br at e s yst e m f or i n vi v o p h e n ot y pi c 
s cr e e ni n g. T h e r e c e nt  d e v el o p m e nt of t h e Li p o Gl o r e p ort er i n z e br afis h c o u pl es A p o B 
 1 9 5  
l e v els t o a q u a ntit ati v e c h e mil u mi n es c e nt si g n al, w hi c h cr e at e d t h e o p p ort u nit y t o 
m o nit or A p o B l e v els i n a hi g h -t hr o u g h p ut c o m p ati bl e ass a y. H er e w e s h o w t h at l ar v al 
z e br afis h r e c a pit ul at e all  t h e m aj or as p e cts of v ert e br at e li p o pr ot ei n bi ol o g y, i n cl u di n g 
e x pr essi o n of s e v er al pr o misi n g t h er a p e uti c t ar g ets ( P C S K 9, A S G R 1, a n d S O R T 1).  
A k e y a d v a nt a g e of t h e l ar v al z e br afis h is t h at it d e v el o ps e xt er n all y fr o m t h e 
m ot h er, a n d is n o uris h e d b y a m a t er n all y d e p osit e d y ol k. T his cr e at es a hi g hl y 
r e pr o d u ci bl e p att er n of n utri e nt a v ail a bilit y, wit h e x c ess li pi d a v ail a bl e at 1 d pf a n d 
virt u all y n o n e r e m ai ni n g b y 6 d pf. T his st er e ot y pi c p att er n pr o vi d es a n at ur all y o c c urri n g 
s yst e m wit h l o w v ari ati o n t h at  is li k el y o n e of t h e k e y r e as o ns b e hi n d t h e str o n g st atisti c al 
p erf or m a n c e of t h e s cr e e ni n g ass a y. Si mil ar eff orts i n m a m m ali a n s yst e ms w o ul d r e q uir e 
pr e cis e r e g ul ati o n of t h e ti mi n g a n d q u a ntit y of f o o d i nt a k e as w ell as m o nit ori n g of 
a cti vit y l e v el, all  of w hi c h r e pr es e nt p ot e nti al s o ur c es of v ari ati o n t h at ar e virt u all y a bs e nt 
i n t h e l ar v al z e br afis h.  
St atisti c al p erf or m a n c e is a criti c all y i m p ort a nt f a ct or of a n H T S ass a y, as p o or 
p erf or m a n c e r e q uir es a l ar g er s a m pl e si z e a n d will n ot b e as s e nsiti v e t o s m all er eff e ct 
si z es. I h a v e s h o w n t h at t h e N a n o L u c r e p ort er s yst e m h as e x c ell e nt st atisti c al 
p erf or m a n c e usi n g g e n eti c c o ntr ols, a n d t h at t h e p o or er p erf or m a n c e usi n g 
p h ar m a c ol o gi c al c o ntr ols is d u e t o t h e v ari a bilit y i n h er e nt i n li vi n g s yst e ms. I m p ort a ntl y, 
t his ass a y s h o ws s u p eri or st atisti c al p erf or m a n c e r el ati v e t o b ot h A P O B-l o w eri n g 
t h er a pi es us e d i n h u m a ns, as w ell as pr e vi o us ass a ys us e d f or H T S i n z e br afis h.  
A n a d diti o n al a d v a nt a g e of p h e n ot y pi c s cr e e ni n g is t h at it c a n b e us e d f or 
si m ult a n e o us  dis c o v er y of b ot h g e n es a n d i n hi bit ors usi n g a li br ar y wit h pr e vi o usl y 
c h ar a ct eri z e d dr u g t ar g ets. F oll o wi n g e x e c uti o n of t h e s cr e e n, t h e dr u g t ar g et i nf or m ati o n 
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f or e a c h hit is e xtr a ct e d a n d s u bj e ct e d t o p at h w a y a n al ysis. P at h w a y a n al ysis i d e ntifi es 
t h e c o m m o n g e n eti c p at h w a ys t h at ar e t ar g et e d b y m ulti pl e hits fr o m t h e s cr e e n, a n d t h e 
e ntir e p at h w a y c a n t h e n b e i m pli c at e d i n t h e r e g ul ati o n of A P O B. T h us, a c ar ef ull y 
d esi g n e d dr u g s cr e e n h as t h e p ot e nti al t o f u n cti o n as a g e n eti c s cr e e n i n p ar all el.  
A k e y as p e ct of t h e pr o p os e d s cr e e n is t h at it is d esi g n e d t o q ui c kl y pri oriti z e 
c o m p o u n ds b as e d o n t h eir t h er a p e uti c p ot e nti al. F or e x a m pl e, i n hi biti o n of t h e s e cr et or y 
p at h w a y w o ul d b e e x p e ct e d t o p ot e ntl y d e cr e as e A P O B l e v els, b ut w o ul d f u n d a m e nt all y 
disr u p t n u m er o us a d diti o n al c ell ul ar pr o c ess es i n p ar all el. T his l e d us t o i d e ntif y t h e 
D B P -G F P r e p ort er li n e as a us ef ul m ar k er of s e cr et or y a cti vit y t h at c a n s cr e e n. Si mil arl y, 
dir e ct i n hi biti o n of A P O B pr o d u cti o n is of li mit e d t h er a p e uti c v al u e as it pr o m ot es  
st e at osis. A s e c o n d ar y s cr e e n h as t h us b e e n d esi g n e d t o filt er o ut c o m p o u n ds t h at 
pr o m ot e li pi d a c c u m ul ati o n i n t h e li v er. T h us, w e h a v e i d e ntifi e d m ulti pl e c at e g ori es of 
hits t h at c o ul d r es ult i n l o w er A P O B wit h o ut t h e ass o ci at e d t h er a p e uti c v al u e, a n d 
id e ntifi e d ass a ys t o eli mi n at e t h es e hits.  
B y c o m bi ni n g t h e n u m er o us a d v a nt a g es of t h e l ar v al z e br afis h s yst e m, t h e 
Li p o Gl o r e p ort er, a n d p h e n ot y pi c dr u g s cr e e ni n g, I h a v e g e n er at e d a r o b ust hi g h -
t hr o u g h p ut s cr e e ni n g pl atf or m f or t h e i d e ntifi c ati o n of A P O B-l o w eri n g c o m p o u n ds. 
A d diti o n al cl ass es of A P O B -l o w eri n g c o m p o u n ds w o ul d h a v e si g nifi c a nt t h er a p e uti c 
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M at e ri als a n d M et h o d s  
 
S e q u e n c e a n al ysis  
 A mi n o A ci d s e q u e n c es f or h u m a n a n d z e br afis h A P O B w er e d o w nl o a d e d fr o m 
e ns e m bl ( htt p:// us e ast. e ns e m bl. or g/i n d e x. ht ml ) a n d ali g n e d usi n g M U S C L E m ulti pl e-
s e q u e n c e ali g n m e nt s oft w ar e usi n g st a n d ar d s etti n gs . Ali g n m e nts w er e c ol or-c o d e d b as e d 
o n si mil arit y usi n g t h e B L O S U M 6 2 si mil arit y m atri x. S e q u e n c es w er e m a n u all y 
a n n ot at e d wit h f u n cti o n al d o m ai ns  b as e d o n r e vi e w of t h e lit er at ur e. T h e e ns e m bl 
d at a b as e w as als o q u eri e d f or a n n ot at e d ort h ol o gs of m a n y of t h e g e n es c e ntr al t o 
li p o pr ot ei n pr o c essi n g.  
 
Q u a ntifi c ati o n of A p o B -N a n o L u c l e v els usi n g a pl at e r e a d er  
 A p o B -N a n o L u c l e v els  w er e q u a ntifi e d as pr e vi o usl y d es cri b e d (s e e C h a pt er 3). 
Bri efl y , h o m o g e n at e ( 4 0 µ L) w as mi x e d wit h a n e q u al v ol u m e of dil ut e d N a n o L u c b uff er 
(f or s p e cifi c dil uti o n s e e r e ci p es a n d t e c h ni c al n ot e o n N a n o L u c b uff er) i n a 9 6-w ell 
o p a q u e w hit e O pti Pl at e ( P er ki n -El m er, 6 0 0 5 2 9 0). T h e pl at e w as r e a d wit hi n 2 mi n ut es of 
b uff er a d diti o n usi n g a  S p e ctr a M a x M 5 pl at e r e a d er ( M ol e c ul ar d e vi c es) s et t o t o p -r e a d 
c h e mil u mi n es c e nt d et e cti o n wit h a 5 0 0 ms i nt e gr ati o n ti m e. T h e N a n o -Gl o D u al 
L u cif er as e R e p ort er Ass a y ( N a n o -D L R, N 1 6 1 0 ) w as us e d f or d u al-l u cif er as e ass a ys, 
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Dr u g tr e at m e nt  
 All e x p eri m e nts us e a tr e at m e nt wi n d o w of 4 8 h o urs (fr o m 3 -5 d pf) u nl ess 
ot h er wis e n ot e d. A titr ati o n s eri es w as us e d t o t est e a c h c o m p o u n d at v ari o us 
c o n c e ntr ati o ns. L O P A C st o c ks s ol uti o ns w er e st or e d at 4 mi cr o m ol ar, a n d dil ut e d a c r oss 
a 5 -p oi nt titr ati o n s eri es t o . 2 5 mi cr o m ol ar. L o mit a pi d e, R osi glit a z o n e, a n d F e n ofi br at e 
( SI G M A), w er e st or e d at 4 0 mi cr o m ol ar st o c k c o n c e ntr ati o ns a n d titr at e d fr o m 4 0 t o 2. 5 
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C O N C L U S I O N S A N D F U T U R E D I R E C T I O N S  
 
A p o B -c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns h a v e b e e n st u di e d e xt e nsi v el y i n t h e p ast, as t h es e 
c o m pl e x str u ct ur es n ot o nl y pl a y a n ess e nti al r ol e i n li pi d m et a b olis m, b ut als o ar e 
dir e ctl y i n v ol v e d i n t h e pr o gr essi o n of c ar di o v as c ul ar dis e as e. T h e o v er w h el mi n g 
m aj orit y of pr e vi o us r es e ar c h i n t his fi el d h as f o c us e d o n m e as uri n g a n d m o d ul ati n g 
l e v els of “ b a d c h ol est er ol ”, or L D L-C. T h es e eff orts h a v e b e e n r e m ar k a bl y s u c c essf ul, 
l e a di n g t o t h e dis c o v er y of n u m er o us p at h w a ys a n d p h ar m a c e uti c als t o c o ntr ol 
c h ol est er ol a bs or p ti o n, bi os y nt h esis, tr affi c ki n g, a n d e x cr eti o n. H o w e v er, t his 
l o n gst a n di n g e m p h asis o n l o w eri n g s er u m c h ol est er ol h as l eft s e v er al ot h er as p e cts of 
li p o pr ot ei n m et a b olis m r el ati v el y u n d erst u di e d. T h e w or k r e p ort e d h er e s e e ks t o hi g hli g ht 
t h e i m p ort a n c e of s e v er al u n d erst u di e d as p e cts of li p o pr ot ei n m et a b olis m, g e n er at e n e w 
t o ols t o f a cilit at e t h eir st u d y, a n d us e t h es e t o ols t o a d dr ess o utst a n di n g g a ps i n o ur 
k n o wl e d g e.  
 
D e v el o pi n g n e w t o ols t o st u d y A p o B -L Ps  
T hr e e u n d erst u di e d as p e cts of t h e li p o pr ot ei n p r ofil e i n p arti c ul ar: li p o pr ot ei n 
si z e, li p o pr ot ei n a b u n d a n c e, a n d li p o pr ot ei n l o c ali z ati o n, ar e t h e f o c us of t his t h esis. 
Li p o pr ot ei n si z e a n d a b u n d a n c e h a v e b ot h e m er g e d as criti c all y i m p ort a nt d et er mi n a nts 
of c ar di o v as c ul ar dis e as e ris k [ 2 9], wit h s e v er al li n es of e vi d e n c e s u g g esti n g t h at t h e y 
m a y b e m or e r el e v a nt t h er a p e uti c t ar g ets t h a n L D L -C [ 3 9, 4 0]. St u di es of li p o pr ot ei n 
l o c ali z ati o n, b y c o ntr ast, ar e e x c e e di n gl y r ar e. W hil e li p o pr ot ei ns ar e r o uti n el y m o nit or e d 
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i n t h e cir c ul ati o n a n d i n t h e v as c ul ar w all, e xtr e m el y f e w st u di es h a v e e v er att e m pt e d t o 
d et e ct li p o pr ot ei ns o utsi d e of v as c ul ar tiss u es [ 4 4].  
T h e d e art h of k n o wl e d g e i n t h es e ar e as m a y st e m fr o m t h e l a c k of a s uit a bl e 
e x p eri m e nt al s yst e m t o c o n v e ni e ntl y st u d y t h es e pr o c ess es. Kr o g h’s pri n ci pl e st at es t h at 
“ f or s u c h a l ar g e n u m b er of pr o bl e ms t h er e will b e s o m e a ni m al of c h oi c e, or a f e w s u c h 
a ni m als, o n w hi c h it c a n b e m ost c o n v e ni e ntl y st u di e d. "  T h us I s o u g ht t o a p pl y Kr o g h’s 
pri n ci pl e t o t h e t o pi c of li p o pr ot ei n bi ol o g y, a n d a pr o misi n g s ol uti o n e m er g e d i n t h e 
f or m of t h e l ar v al z e br afis h, w hi c h off ers n um er o us u ni q u e a d v a nt a g es. Firstl y, l ar v al 
z e br afis h r e c a pit ul at e all t h e m aj or as p e cts of h u m a n li p o pr ot ei n m et a b olis m. S e c o n dl y, 
l ar v al z e br afis h ar e tr a ns p ar e nt a n d t h us s uit a bl e f or i n vi v o i m a gi n g st u di es. T hir d, a 
wi d e v ari et y of g e n eti c t o ols ar e a v a il a bl e t o i ntr o d u c e, m a ni p ul at e, or k n o c k-o ut g e n es. 
L astl y, l ar v a e c a n b e pr o d u c e d i n l ar g e n u m b ers a n d d e v el o p r a pi dl y. T his n ot o nl y 
e x p e dit es h y p ot h esis -dri v e n r es e ar c h, b ut als o e n g e n d ers u n pr e c e d e nt e d c a p a cit y t o hi g h -
t hr o u g h p ut s cr e e ni n g f or p ot e ntial t h er a p e uti c dr u gs.  
S e v er al a d diti o n al a d v a nt a g es of t h e l ar v al z e br afis h s yst e m e m er g e d t hr o u g h o ut 
t h e c o urs e of m y st u di es t h at pr o v e d t o b e criti c all y i m p ort a nt t o t h e s u c c ess of t his m o d el 
s yst e m. Firstl y, l ar v a e ar e n o uris h e d b y a m at er n all y d e p osi t e d y ol k, w hi c h pr o vi d es a 
r e m ar k a bl y c o nsist e nt li pi d-ri c h n utri e nt s o ur c e t h at is e v e nt u all y p a c k a g e d i nt o 
li p o pr ot ei ns. T h e st er e ot y pi c pr o c essi n g of t his y ol k pr o vi d es a r e pr o d u ci bl e fr a m e w or k 
t o st u d y p ert ur b ati o ns i n li p o pr ot ei n m et a b olis m wit h o ut t he i n h er e nt v ari a bilit y 
i ntr o d u c e d b y v ari ati o n i n t h e ti mi n g a n d q u a ntit y of f o o d i nt a k e. A d diti o n all y, t h e 
z e br afis h g e n o m e e n c o d es a f u n cti o n al c o p y of c h ol est er yl est er tr a nsf er pr ot ei n ( C E T P)  
[ 8 1]. C E T P is o n e of t h e m ast er r e g ul at ors of li p o pr ot ei n p arti cl e si z e, a n d m e di at es t h e 
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b al a n c e b et w e e n H D L a n d L D L c h ol est er ol [ 5]. I nt er esti n gl y, C E T P is n ot c o ns er v e d i n 
t h e r o d e nt li n e a g e, r es ulti n g i n r e m ar k a bl y diff ere nt li p o pr ot ei n pr ofil es i n mi c e a n d r ats, 
w hi c h s h o w si g nifi c a nt d e pl eti o n of L D L -C r el ati v e t o h u m a ns a n d z e br afis h [ 2 2 4]. T h us, 
w hil e n eit h er r o d e nts n or z e br afis h p erf e ctl y r e c a pit ul at e t h e h u m a n li p o pr ot ei n pr ofil e, 
z e br afis h d o e x pr ess t h e m aj orit y of g e n es k n o w n t o b e i n v ol v e d i n li p o pr ot ei n 
pr o c essi n g i n cl u di n g C E T P, a m ast er r e g ul at or of A p o B -L Ps.  
H o w e v er, t h e cl e ar a d v a nt a g es of t h e l ar v al z e br afis h w er e di mi nis h e d b y t h e f a ct 
t h at v er y littl e w as k n o w n a b o ut at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr o c essi n g i n z e br afis h. I niti al 
eff orts w er e t h us d e di c at e d t o o bs er v ati o n al st u di es, as w ell as m et h o d d e v el o p m e nt t o 
f a cilit at e t h e st u d y of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns i n z e br afis h l ar v a e. C h ar a ct eri z ati o n of t h e 
a p oli p o pr ot ei n g e n es i n z e br afis h hi g hli g ht e d t h e i m p ort a n c e of t h e y ol k s y n c yti al l a y er 
i n bi o g e n esis of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns. T his tiss u e aris es i n t h e v er y e arl y st a g es of 
e m br y o ni c d e v el o p m e nt, a n d q ui c kl y i niti at es e x pr essi o n of n u m er o us a p oli p o pr ot ei n 
g e n es ess e nti al t o li p o pr ot ei n h o m e ost asis.  
T h e m ai n g o al of m y i niti al o bs er v ati o n al st u di es w as t o u n d erst a n d t h e 
e x pr essi o n p att er n of A p o B. A p o B is a cl assi c al m ar k er of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, 
c e ntr al  t o p arti cl e bi o g e n esis, pr o c essi n g, a n d t ur n o v er. I nt er esti n gl y, I w as a bl e t o 
i d e ntif y t hr e e p ar al o g o us a p o B  g e n es i n z e br afis h, as o p p os e d t o m a m m als w hi c h h a v e a 
si n gl e a p o B  g e n e. W hil e a si n gl e p ar al o g ( a p o B b. 1 ) e m er g e d as a n u n a m bi g u o usl y 
d o mi n a nt is of or m a c c o u nti n g f or ~ 9 5 % of t h e m R N A a n d pr ot ei n at m ulti pl e st a g es of 
d e v el o p m e nt, t h e r e m ai ni n g p ar al o gs w er e still e x pr ess e d at d et e ct a bl e l e v els at c ert ai n 
ti m e p oi nts. It r e m ai ns u n cl e ar w h at r ol e t h e a d diti o n al p ar al o gs m a y b e pl a yi n g. T h e 
si m pl est h y p ot h esis is t h at  t h es e g e n es m a y h a v e u n d er g o n e s u b-f u n cti o n ali z ati o n b y 
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d e v el o pi n g disti n ct s p ati al a n d t e m p or al e x pr essi o n p att er ns. W hil e t his o bs er v ati o n is 
s u p p ort e d b y i n sit u m R N A e x pr essi o n p att er ns, t h e o v er w h el mi n gl y hi g h er e x pr essi o n of 
a si n g l e p ar al o g i n all li p o pr ot ei n-pr o d u ci n g tiss u es d o es n ot pr o vi d e str o n g s u p p ort f or 
t his m o d el. A n alt er n ati v e e x pl a n ati o n is t h at, i n s o m e c o nt e xts, it m a y b e b e n efi ci al t o 
h a v e a n i n cr e as e d c o p y n u m b er of a p o B g e n es t o r a pi dl y r es p o n d t o hi g h l e v els of d i et ar y 
( or p ot e nti all y y ol k-d eri v e d) li pi d. It is als o p ossi bl e t h at t h e d u pli c at e d g e n es pl a y m or e 
s p e ci ali z e d f u n cti o n al r ol es, b ut t his w arr a nts a d diti o n al i n v esti g ati o n. B as e d o n t h es e 
d at a, I c a n c o nfi d e ntl y st at e t h at t h e m aj orit y of b ul k -li pi d tr a nsp ort is p erf or m e d b y t h e 
a p o B b. 1 p ar al o g, a n d t his g e n e w as t h us t h e f o c us of a d diti o n al i n v esti g ati o n.  
I n e xt s o u g ht t o e v al u at e w h et h er A p o B-f usi o n pr ot ei ns c o ul d b e us e d t o tr a c k 
A p o B -L Ps i n vi v o, w hi c h w o ul d gr e atl y f a cilit at e f ut ur e st u di es i n tr a ns par e nt z e br afis h 
l ar v a e. S e v er al e x p eri m e nts usi n g tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n of A p o B tr a ns g e n es f us e d wit h 
v ari o us fl u or es c e nt r e p ort ers w er e us e d t o e v al u at e w h et h er t h e r es ult a nt pr ot ei ns c o ul d 
f or m li p o pr ot ei ns a n d b e d et e ct e d i n vi v o. T h e r es ults of t h es e e x p eri m e nts w er e q uit e 
pr o misi n g, as t h e y i n di c at e d t h at t a g g e d li p o pr ot ei ns c o ul d b e li pi d at e d, s e cr et e d, a n d 
e n d o c yt os e d j ust li k e t h eir u nt a g g e d c o u nt er p arts. H o w e v er, t h e e x p eri m e nts c arri e d 
n u m er o us c a v e ats. M ost i m p ort a ntl y, sli g ht diff er e n c es w er e o bs er v e d d e p e n di n g o n t h e 
fl u or o p h or e us e d (i. e. A P O B-G F P pr o vi d e d sli g htl y diff er e nt r es ults t h a n A P O B -
m C h err y). Als o, t h e li p o pr ot ei ns f or m e d w er e s o m e w h at at y pi c al, e x hi biti n g u n us u all y 
hi g h d e nsit y i n m ost c as es. H o w e v er, m a n y of t h es e o bs er v ati o ns c o ul d b e e x pl ai n e d b y 
t h e f a ct t h at t h e tr a ns g e n es w er e (i) b ei n g tr a nsi e ntl y tr a nsf e ct e d, l e a di n g t o n o n-
p h ysi ol o gi c al l e v els of e x pr essi o n, a n d (ii) i ntr o d u c e d i nt o c ult ur e d c ells, s o m e of w hi c h 
d o n ot n at ur all y pr o d u c e li p o pr ot ei ns. T h us, i n c o nsist e n ci es i n  li p o pr ot ei ns pr o d u cti o n 
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m a y n ot r es ult fr o m t h e a d diti o n of t h e fl u or o p h or e r e p ort ers, b ut r at h er diff er e n c es i n 
tr a nsf e cti o n effi ci e n c y or a bs e n c e of ot h er ess e nti al c of a ct ors i n v ol v e d i n li p o pr ot ei n 
bi o g e n esis. T o a d dr ess t h es e c a v e ats, t h e n e xt l o gi c al  e x p eri m e nt w o ul d b e t o t a g 
e n d o g e n o us a p o B g e n es wit h r e p ort ers, a n d e v al u at e w h et h er s u c h r e p ort ers i m p a ct 
li p o pr ot ei n h o m e ost asis.  
T h e Li p o Gl o s yst e m w as t h us d e v el o p e d usi n g a c h e mil u mi n es c e nt r e p ort er 
( N a n o L u c) f us e d t o A p o B (a p o B. 1 ) i n t h e z e br afis h g e n o m e. I m p ort a ntl y, t his r e p ort er 
e n a bl e d r a pi d a n d s e nsiti v e q u a ntifi c ati o n of t h e a b u n d a n c e of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns, 
t h eir si z e distri b uti o n, a n d t h eir l o c ali z ati o n.  
N o v el i nsi g hts i nt o e xtr a v as c ul ar A p o B -L Ps  
O n e of t h e m ost p o w erf ul a d v a nt a g es of t h e Li p o Gl o s yst e m is t h at it  e n a bl es 
i m a gi n g of t h e l o c ali z ati o n of li p o pr ot ei ns i n a n i nt a ct a ni m al w hi c h, t o o ur k n o wl e d g e, 
h as n ot b e e n p ossi bl e i n a n y ot h er s yst e m. O bs er v ati o n of l o c ali z ati o n p att er ns a cr oss 
l ar v al d e v el o p m e nt r e v e al e d s e v er al u n e x p e ct e d e xtr a v as c ul ar l o c ali z ati o n p att er ns, 
i n cl u di n g  e nri c h m e nt i n t h e  c e ntr al n er v o us s yst e m a n d m y os e pt a.   
W hil e t h e i niti al o bs er v ati o n of A p o B -L Ps i n t h e c e ntr al n er v o us s yst e m w as 
s ur prisi n g, cl os er e v al u ati o n o f t h e lit er at ur e r e v e al e d a d diti o n al e vi d e n c e t o s u p p ort t his 
l o c ali z ati o n p att er n. Li p o pr ot ei ns h a v e b e e n d et e ct e d i n t h e e m br y o ni c c er e br os pi n al fl ui d 
of c hi c k e n e m br y os [ 4 4], w h er e t h e y ar e t h o u g ht t o i nt er a ct wit h t h e pr ot ei n S C O-
S P O N DI N t o f or m a t hr e a dli k e str u ct ur e c all e d t h e R eiss n er fi b er [ 4 5], w hi c h is i n v ol v e d 
i n b o d y a xis f or m ati o n [ 4 5]. T h e d et e cti o n of A p o B-L Ps i n t h e l ar v al z e br afis h C N S 
pr o vi d es a d diti o n al e vi d e n c e t h at t his is a c o ns er v e d pr o c ess, a n d als o o p e ns s e v er al 
q u esti o ns. F or e x a m pl e, t h e a bilit y t o m o nit or C N S l o c ali z ati o n o v er ti m e r e v e al e d t h at it 
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p e rsists ( a n d is i n f a ct m ost a p p ar e nt) i n st at es of n utri e nt s h ort a g e. It is u n cl e ar h o w 
li p o pr ot ei ns ar e pr ef er e nti all y r et ai n e d i n t h e C N S ( pr es u m pti v el y i n t h e e m br y o ni c 
c er e br os pi n al fl ui d) d es pit e cl e ar a n c e of li p o pr ot ei ns fr o m ess e nti all y all ot h er ti ss u es i n 
t h e b o d y. F urt h er, it r e m ai ns u n cl e ar (i) h o w li p o pr ot ei ns ar e tr a ns p ort e d t o t h e C N S, (ii) 
w h et h er A p o B -L Ps ar e als o pr es e nt i n t h e C N S of a d ult a ni m als, a n d (iii) w h at f u n cti o n al 
r ol e li p o pr ot ei ns pl a y i n b o d y a xis f or m ati o n. T h e Li p o Gl o s yst e m r e pr es e nts a us ef ul 
str at e g y t o c o nti n u e t o i n v esti g at e t h es e o utst a n di n g q u esti o ns.  
A p o B -L Ps w er e als o a p p ar e nt i n t h e l ar v al z e br afis h m y os e pt a, t e n d o n -li k e 
str u ct ur es c o n n e cti n g t h e s e g m e nts al o n g t h e z e br afis h b o d y a xis [ 2 4 7] t h at ar e ass o ci at e d 
wit h l y m p h ati c v ess els  [ 2 4 6, 2 4 7]. W hil e li p o pr ot ei ns ar e k n o w n t o cir c ul at e t hr o u g h t h e 
l y m p h ati c s yst e m, t h eir a p p ar e nt ass o ci ati o n wit h t e n di n o us tiss u es r el at es t o a p o orl y 
u n d erst o o d p h e n o m e n o n i n h u m a ns. H u m a ns wit h h o m o z y g o us f a mili al 
h y p er c h ol est er ol e mi a d e v el o p c h ol est er ol -ri c h x a nt h o m as o n t e n d o ns [ 3 3 6], s u g g esti n g 
t h at li p o pr ot ei ns m a y als o l o c ali z e t o t e n d o ns i n h u m a ns. H o w e v er, si mil ar t o t h e c as e of 
t h e c e ntr al n er v o us s yst e m, it is u n cl e ar h o w li p o pr ot ei ns ar e r e cr uit e d, m ai nt ai n e d, or ar e 
i n v ol v e d i n si g n ali n g i n t his tiss u e.  
T h e Li p o Gl o s yst e m of f ers s e v er al u ni q u e o p p ort u niti es t o st u d y t h e l o c ali z ati o n 
of A p o B -L Ps i n m or e d et ail. Firstl y, N a n o L u c s er v es as a s p e cifi c e pit o p e f or affi nit y 
p urifi c ati o n, a n d c o ul d t h us b e us e d t o st u d y t h e A p o B -L P i nt er a ct o m e t hr o u g h c o -
i m m u n o pr e ci pit ati o n ( C o-I P). C o -I P c o u pl e d t o m ass s p e ctr o m etr y c o ul d i d e ntif y t h e 
bi n di n g p art n ers i n v ol v e d i n r e cr uiti n g or r et ai ni n g A p o B -L Ps i n t e n d o ns a n d 
c er e br os pi n al fl ui d, or i d e ntif y t h e r e c e pt ors i n v ol v e d i n m e di ati n g d o w nstr e a m si g n ali n g.  
 
 2 0 5  
I d e ntifi c ati o n of n e w m ol e c ul ar  pl a y ers i n li p o pr ot ei n bi o g e n esis  
Li p o Gl o w as us e d t o s cr e e n f or p ert ur b ati o ns i n t h e li p o pr ot ei n pr ofil e i n a 
c oll e cti o n of E N U -m ut a g e ni z e d z e br afis h. I w as a bl e t o d et e ct dr asti c c h a n g es i n 
li p o pr ot ei n a b u n d a n c e, si z e, a n d l o c ali z ati o n i n pl a 2 g 1 2 b -/- m u t a nts. P h os p h oli p as e A 2 
Gr o u p 1 2 B ( Pl a 2 g 1 2 b) is a n u n e x p e ct e d r e g ul at or of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e, as it  
c at al yti c all y i n a cti v e ( u n a bl e t o bi n d or cl e a v e p h os p h oli pi ds) [ 2 3 0]. F urt h er r e vi e w of 
t h e lit er at ur e r e v e al e d t h at t his g e n e is c o ns er v e d t hr o u g h o ut t h e v ert e br at e li n e a g e, y et 
h as n o k n o w n f u n cti o n.  
F u rt h er i n v esti g ati o n of t h e f u n cti o n al r ol e of Pl a 2 g 1 2 b r e v e al e d t h at it m a y 
pr o m ot e e x p a nsi o n of n as c e nt li p o pr ot ei ns b y m e di ati n g f usi o n wit h E R -l u m e n al li pi d 
dr o pl ets. I s h o w t h at m ut a nts pr o d u c e a b n or m all y s m all A p o B -L Ps, a n d t h at l ar g e 
l u m e n al li pi d dro pl ets ar e l eft b e hi n d i n t h e E R of li p o pr ot ei n -pr o d u ci n g tiss u es. I s us p e ct 
t h at t his pr ot ei n m a y i nt er a ct dir e ctl y wit h A p o B, a n d m a y als o i nt er a ct wit h pr ot ei ns o n 
t h e s urf a c e of E R-li pi d dr o pl ets. If t his m o d el is c orr e ct, Pl a 2 g 1 2 b m a y s er v e as t h e 
g at e w a y t o t h e i d e ntifi c ati o n of a d diti o n al pr ot ei ns i n v ol v e d i n t h e r e g ul ati o n of E R L Ds.  
E R L Ds ar e v er y p o orl y u n d erst o o d. Str u ct ur all y, t h e y ar e li k el y v er y si mil ar t o 
c yt o pl as mi c li pi d dr o pl ets or li p o pr ot ei ns, a d o pti n g a mi c ell ar str u ct ur e wit h a n e utr al  
li pi d c or e s urr o u n d e d b y a p h os p h oli pi d m o n ol a y er. H o w e v er, b ot h li p o pr ot ei ns a n d li pi d 
dr o pl ets r e q uir e str u ct ur al pr ot ei ns t o f or m ( a p oli p o pr ot ei ns a n d p erili pi ns, r es p e cti v el y), 
b ut n o pr ot ei n h as b e e n i d e ntifi e d t h at ass o ci at es wit h l u m e n al li pi d dr o p l ets. If Pl a 2 g 1 2 b 
i nt er a cts ( dir e ctl y or i n dir e ctl y) wit h E R L Ds, t h e n c o-I P a n d m ass s p e ctr o m etr y 
e x p eri m e nts will b e a bl e t o i d e ntif y t h e as of y et u ni d e ntifi e d pr ot ei ns i n v ol v e d i n 
r e g ul ati n g E R L Ds.  
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G e n eti c a n d  di et ar y m o d ul at ors of li p o pr ot ei n siz e 
 Li p o pr ot ei n si z e is a cli ni c all y i m p ort a nt p h e n ot y p e, r efl e cti n g t h e s u b cl ass 
distri b uti o n a n d at h er o g e ni c p ot e nti al of A p o B -L Ps. T hr o u g h o ut t h e c o urs e of t his st u d y, 
I h a v e i d e ntifi e d n u m er o us f a ct ors t h at m o d ul at e li p o pr ot ei n p arti cl e si z e.  
 U ns ur prisi n gl y, a p o C 2 -/- m ut a nts ar e u n a bl e t o li p ol y z e li p o pr ot ei ns, a n d t h us ar e 
u n a bl e t o pr o d u c e s m all ( L D L -si z e d) p arti cl es. H o w e v er, c h ar a ct eri z ati o n of t h e 
li p o pr ot ei n pr ofil e i n mt p -/- m ut a nts r e v e al e d pr o d u cti o n of u n e x p e ct e dl y s m all A p o B -
L Ps. T his w as t h o u g ht t o b e a n ull m ut ati o n, w hi c h s h o ul d r es ult i n a c o m pl et e l a c k of 
A p o B -L Ps. T h e o bs er v ati o n t h at li p o pr ot ei ns w er e cl e arl y pr o d u c e d a n d s e cr et e d i n mt p -/-  
m ut a nts i n di c at es t h at a lt h o u g h t his all el e is cl e arl y d ef e cti v e, it is still p er missi v e t o 
li p o pr ot ei n bi o g e n esis. M ost i nt er esti n gl y, m ut a nts a p p e ar t o pr o d u c e s m all (I D L -si z e d) 
li p o pr ot ei ns as e arl y as 1 d pf. T his o bs er v ati o n i m pli c at es p ol y m or p his m i n M T P as a 
p ot e nt r e g ul at or of L D L si z e, w hi c h m a y i n t ur n h a v e i m pli c ati o ns f or c ar di o m et a b oli c 
dis e as e ris k.  
 I als o i d e ntifi e d pl a 2 g 1 2 b -/- a s a n o v el r e g ul at or of li p o pr ot ei n p arti cl e si z e. 
Si mil ar t o mt p -/-  m ut a nts, pl a 2 g 1 2 b -/- m ut a nts pr o d u c e a b n or m all y s m all li p o pr ot ei ns. 
H o w e v er, b ot h Li p o Gl o ass a ys a n d el e ctr o n mi cr os c o p y of t h e Y S L s u g g est t h at 
Pl a 2 g 1 2 b a n d Mt p a ct t hr o u g h diff er e nt m e c h a nis ms t o r e g ul at e p arti cl e si z e. As 
dis c uss e d a b o v e, I h a v e pr o p os e d a m o d el w h er e b y Pl a 2 g 1 2 b m a y b e i n v ol v e d i n 
li p o pr ot ei n e x p a nsi o n b y pr o m oti n g f usi o n wit h E R L Ds. T h es e r es ults i n di c at e t h at 
pr ot ei ns i n v ol v e d i n li p o pr ot ei n bi o g e n esis h a v e a n i m p ort a nt i m p a ct o n d et er mi ni n g t h e 
li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n. T h e l ar v al z e br afis h e n a bl es m o nit ori n g of t h e li p o pr ot ei n 
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pr ofil e at t h e v er y e arli est ti m e p oi nts i n d e v el o p m e nt, w hi c h r e v e als d y n a mi cs t h at m a y 
b e m as k e d b y t h e c o m pl e x li p o pr ot ei n pr ofil e i n a d ult or g a nis ms.  
 I n a d diti o n t o i d e ntif yi n g g e n eti c m o d ul at ors of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e, I als o 
st u di e d t h e eff e ct of f e e di n g o n t h e li p o pr ot ei n si z e. I s h o w e d t h at i n r es p o ns e t o f asti n g, 
t h er e w as a gr a d u al d e pl eti o n i n l ar g e li p o pr ot ei ns a n d e nri c h m e nt of t h eir s m all er 
li p ol y z e d c o u nt er p arts. C o n v ers el y, f oll o wi n g f e e di n g wit h a hi g h-f at m e al I n oti c e d a 
si g nifi c a nt i n cr e as e i n t h e a b u n d a n c e of z er o -m o bilit y ( Z M) s p e ci es. Alt h o u g h it is 
diffi c ult t o c o n cl u d e w h at s p e cifi c cl ass of li p o pr ot ei n is wit hi n t h e z er o m o bilit y b a n d, 
t h e Z M p arti cl es i n d u c e d b y hi g h-f at f e e di n g ar e m ost li k el y c h yl o mi cr o ns. It w as 
s ur prisi n g t o n ot e h o w l o n g t h e Z M p arti cl es p ersist e d f oll o wi n g t h e hi g h f at m e al ( ~ 7 2 
h o urs), w hi c h m a y r efl e ct sl o w er o v er all li p o pr ot ei n pr o c essi n g i n l ar v al z e br afis h, or a 
u ni q u e pr o p ert y of t h e e g g -y ol k e m ulsi o n us e d, or s o m e c o m bi n ati o n of t h es e f a ct ors. I n 
eit h er c as e, t h e L i p o Gl o ass a y pr o vi d es a c o n v e ni e nt o p p ort u nit y t o e v al u at e t h e eff e ct of 
s p e cifi c di ets o n li p o pr ot ei n d y n a mi cs, a n d m a y r e v e al u n e x p e ct e d r el ati o ns hi ps b et w e e n 
di et a n d t h e  li p o pr ot ei n si z e distri b uti o n.  
 
U n bi as e d dis c o v er y of f a ct ors r e g ul ati n g a b u n d a n c e of A p o B -L Ps  
O n e of t h e pri n ci p al m oti v ati o ns b e hi n d d e v el o pi n g Li p o Gl o i n z e br afis h w as its 
a p pli c ati o n i n hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e ns t o i d e ntif y n o v el g e n eti c a n d p h ar m a c ol o gi c al 
m o d ul at ors of t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e. T h e Li p o Gl o c o u nti n g m et h o d is 
p erf or m e d i n 9 6 -w ell pl at e f or m at, a n d is t h us r e a dil y c o n d u ci v e t o hi g h -t hr o u g h p ut 
ass a ys.  
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C h a pt er 5 pr o vi d es d et ail e d dis c ussi o n of t h e i m p ort a n c e of i d e ntif yi n g n e w 
p h ar m a c ol o gi c al m o d ul at ors of t h e at h er o g e ni c li p o pr ot ei n pr ofil e, as w ell as pr e li mi n ar y 
d at a d e m o nstr ati n g r o b ust ass a y p erf or m a n c e. T h e hi g h st atisti c al p erf or m a n c e of t h e 
H T S ass a y d es cri b e d st e ms fr o m a c o nfl u e n c e of f a ct ors, i n cl u di n g a n e x c ell e nt si g n al t o 
n ois e r ati o f or t h e r e p ort er pr ot ei n, hi g hl y r e pr o d u ci bl e p att er ns of y ol k utili z ati o n i n 
z e br afis h l ar v a e, a n d c o ns er v e d r es p o ns es t o p h ar m a c e uti c als b et w e e n z e br afis h a n d 
h u m a ns. E x e c uti o n of t h e pr o p os e d hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e n, f oll o w e d b y hit pri oriti z ati o n 
t hr o u g h s e c o n d ar y s cr e e ni n g, will e n a bl e i d e ntifi c ati o n of A p o B-l o weri n g c o m p o u n ds 
t h at ar e eff e cti v e i n vi v o. T h e a bilit y t o r e d u c e A p o B l e v els p h ar m a c ol o gi c all y will 
pr o vi d e pr o misi n g n e w t h er a pi es f or t h e tr e at m e nt of s e v er al of t h e w orl ds’ m ost 
pr e v al e nt m et a b oli c dis e as es, i n cl u di n g di a b et es, f att y li v er dis e as e, a n d  c ar di o v as c ul ar 
dis e as e.  
Li p o Gl o als o pr o vi d es t h e o p p ort u nit y f or u n bi as e d i d e ntifi c ati o n of g e n eti c 
p at h w a ys i n v ol v e d i n li p o pr ot ei n h o m e ost asis. L ar v al z e br afis h ar e a p o w erf ul s yst e m f or 
f or w ar d g e n eti cs, a n d t h e a bilit y t o ass a y t h e li p o pr ot ei n pr ofil e i n i n di vi d u al l ar v a e usi n g 
Li p o Gl o cr e at es t h e o p p ort u nit y t o a p pl y t h e a d v a nt a g es of t h e z e br afis h s yst e m t o f urt h er 
o ur u n d erst a n di n g of li p o pr ot ei n bi ol o g y. T h e i d e ntifi c ati o n of pl a 2 g 1 2 b as a n o v el 
r e g ul at or of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e pr o vi d es pr o of of c o n c e pt f or t h e c o nti n u e d dis c o v er y 
of g e n eti c m o d ul at ors of at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns usi n g l ar v al z e br afis h.  
I n s u m m ar y, t h e Li p o Gl o r e p ort er r e pr es e nts a p o w erf ul n e w a p pr o a c h t o st u d y 
at h er o g e ni c li p o pr ot ei ns t h at es c a p es t h e bi as es of e xisti n g p ar a di g ms, w hi c h f o c us o n 
s er u m c h ol est er ol. I n -d e pt h c h ar a ct eri z ati o n of t h e li p o pr ot ei n pr ofil e a cr oss l ar v al 
d e v el o p m e nt r e v e al e d s e v er al u n e x p e ct e d d y n a mi cs, i n cl u di n g pr o d u cti o n of u n us u all y 
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s m all li p o pr ot ei ns i n mt p m ut a nts a n d ass o ci ati o n of A p o B -L Ps w it h t h e c e ntr al n er v o us 
s yst e m a n d m y os e pt a. Li p o Gl o is als o a us ef ul t o ol f or u n bi as e d dis c o v er y, a n d h as 
f a cilit at e d dis c o v er y of Pl a 2 g 1 2 b as t h e first p ut ati v e m e di at or of E R L D f usi o n wit h 
n as c e nt li p o pr ot ei ns. F urt h er, I h a v e d e m o nstr at e d r o b ust p erf or m a n c e of Li p o Gl o i n a 
hi g h -t hr o u g h p ut dr u g s cr e e n f or t h e dis c o v er y of A p o B-l o w eri n g c o m p o u n ds, w hi c h 
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1 6 2.  H a y as hi, H., et a l., Tr a ns p ort of li pi d a n d a p oli p o pr ot ei ns A -I a n d A-I V i n i nt esti n al 
l y m p h of t h e r at. J Li pi d R es, 1 9 9 0. 3 1 ( 9): p. 1 6 1 3-2 5.  
1 6 3.  K al o g eris, T.J., et al., I nt esti n al s y nt h esis a n d l y m p h ati c s e cr eti o n of 
a p oli p o pr ot ei n A -I V v ar y wit h c h ai n l e n gt h of i nt esti n all y i nf us e d f att y a ci ds i n 
r ats. J N utr, 1 9 9 6. 1 2 6 ( 1 1): p. 2 7 2 0-9.  
1 6 4.  K al o g eris, T.J., V. R. H ol d e n, a n d P. Ts o, Sti m ul ati o n of j ej u n al s y nt h esis of 
a p oli p o pr ot ei n A -I V b y il e al li pi d i nf usi o n is bl o c k e d b y v a g ot o m y. A m J P h ysi ol, 
1 9 9 9. 2 7 7 ( 5 Pt 1): p. G 1 0 8 1 -7.  
1 6 5.  L o, C. C., et al., A p oli p o pr ot ei n AI V r e q uir es c h ol e c yst o ki ni n a n d v a g al n er v es t o 
s u p pr ess f o o d i nt a k e.  E n d o cri n ol o g y, 2 0 1 2. 1 5 3 ( 1 2): p. 5 8 5 7-6 5.  
1 6 6.  Li u, M., et al., I nt esti n al s ati et y pr ot ei n a p oli p o pr ot ei n AI V is s y nt h esi z e d a n d 
r e g ul at ed i n r at h y p ot h al a m us.  A m J P h ysi ol R e g ul I nt e gr C o m p P h ysi ol, 2 0 0 1. 
2 8 0 ( 5): p. R 1 3 8 2-7.  
1 6 7.  S h e n, L., et al., C h ar a ct eri z ati o n of a p oli p o pr ot ei n A -I V i n br ai n ar e as i n v ol v e d i n 
e n er g y h o m e ost asis.  P h ysi ol B e h a v, 2 0 0 8. 9 5 ( 1-2): p. 1 6 1 -7.  
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1 6 8.  K o h a n, A. B.,  et al., A p oli p o pr ot ei n A -I V r e g ul at es c h yl o mi cr o n m et a b olis m-
m e c h a nis m a n d f u n cti o n.  A m J P h ysi ol G astr oi nt est Li v er P h ysi ol, 2 0 1 2. 3 0 2 ( 6): p. 
G 6 2 8 -3 6.  
1 6 9.  Bl a c k, D. D., P. L. R o h w er -N utt er, a n d N. O. D a vi ds o n, I nt esti n al a p oli p o pr ot ei n A-
I V g e n e e x pr essi o n i n t h e pi gl et. J Li pi d R es, 1 9 9 0. 3 1 ( 3): p. 4 9 7-5 0 5.  
1 7 0.  Alts c h ul, S. F., et al., Pr ot ei n d at a b as e s e ar c h es usi n g c o m p ositi o n all y a dj ust e d 
s u bstit uti o n m atri c es.  F E B S J, 2 0 0 5. 2 7 2 ( 2 0): p. 5 1 0 1-9.  
1 7 1.  Alts c h ul, S. F., et al., G a p p e d B L A S T a n d P SI -B L A S T: a n e w g e n er ati o n of pr ot ei n 
d at a b as e s e ar c h pr o gr a ms.  N u cl ei c A ci ds R es, 1 9 9 7. 2 5 ( 1 7): p. 3 3 8 9-4 0 2.  
1 7 2.  N e e dl e m a n, S. B. a n d C. D. W u ns c h, A g e n er al m et h o d a p pli c a bl e t o t h e s e ar c h f or 
si mil ariti es i n t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e of t w o pr ot ei ns.  J M ol Bi ol, 1 9 7 0. 4 8 ( 3): p. 
4 4 3 -5 3.  
1 7 3.  M c Willi a m, H., et al., A n al ysis T o ol W e b S er vi c es fr o m t h e E M B L -E BI.  N u cl ei c 
A ci ds R es, 2 0 1 3. 4 1 ( W e b S er v er iss u e): p. W 5 9 7-6 0 0.  
1 7 4.  L o uis, A., M. M uff at o, a n d H. R o est Cr olli us, G e n o mi c us: fi v e g e n o m e br o ws ers 
f or c o mp ar ati v e g e n o mi cs i n e u k ar y ot a.  N u cl ei c A ci ds R es, 2 0 1 3. 4 1 ( D at a b as e 
iss u e): p. D 7 0 0-5.  
1 7 5.  C at c h e n, J. M., J. S. C o n er y, a n d J. H. P ostl et h w ait, A ut o m at e d i d e ntifi c ati o n of 
c o ns er v e d s y nt e n y aft er w h ol e -g e n o m e d u pli c ati o n.  G e n o m e R es, 2 0 0 9. 1 9 ( 8): p. 
1 4 9 7 -5 0 5.  
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1 7 6.  T h o m ps o n, J. D., et al., A c o m pr e h e nsi v e b e n c h m ar k st u d y of m ulti pl e s e q u e n c e 
ali g n m e nt m et h o ds: c urr e nt c h all e n g es a n d f ut ur e p ers p e cti v es.  P L o S O n e, 2 0 1 1. 
6 ( 3): p. e 1 8 0 9 3. 
1 7 7.  K ur a k u, S., et al., a L e a v es f a cilit at es o n -d e m a n d e x pl or ati o n of m et a z o a n g e n e 
f a mil y tr e es o n M A F F T s e q u e n c e ali g n m e nt s er v er wit h e n h a n c e d i nt er a cti vit y. 
N u cl ei c A ci ds R es, 2 0 1 3. 4 1 ( W e b S er v er iss u e): p. W 2 2-8.  
1 7 8.  Ki m m el, C., et al., St a g es of e m br y o ni c d e v el o p m e nt of t h e z e br afis h.  D e v D y n, 
1 9 9 5. 2 0 3 ( 3): p. 2 5 3 -3 1 0.  
1 7 9.  W est erfi el d, M., T h e Z e br afis h B o o k . 3r d e d. 1 9 9 5, E u g e n e: U ni v ersit y of Or e g o n. 
1 8 0.  K arlss o n, J., J. v o n H ofst e n, a n d P. E. Olss o n, G e n er ati n g tr a ns p ar e nt z e br afis h: a 
r efi n e d m et h o d t o i m pr o v e d et e cti o n of g e n e e x pr essi o n d uri n g e m br y o ni c 
d e v el o p m e nt.  M ar Bi ot e c h n ol ( N Y), 2 0 0 1. 3 ( 6): p. 5 2 2-7.  
1 8 1.  T hiss e, C. a n d B. T hiss e, Hi g h -r es ol uti o n i n sit u h y bri di z ati o n t o w h ol e-m o u nt 
z e br afis h e m br y os.  N at Pr ot o c, 2 0 0 8. 3 ( 1): p. 5 9-6 9.  
1 8 2.  K w a n, K. M., et al., T h e T ol 2 kit: a m ultisit e g at e w a y -b as e d c o nstr u cti o n kit f or 
T ol 2 tr a ns p os o n tr a ns g e n esis c o nstr u cts.  D e v D y n, 2 0 0 7. 2 3 6 ( 1 1): p. 3 0 8 8-9 9.  
1 8 3.  Bli g h, E. a n d W. D y er, A r a pi d m et h o d of t ot al li pi d e xtr a cti o n a n d p urifi c ati o n.  
C a n. J. Bi o c h e m. P h ysi ol., 1 9 5 9. 3 7 : p. 9 1 1-9 1 8.  
1 8 4.  Li v a k, K.J. a n d T . D. S c h mitt g e n, A n al ysis of r el ati v e g e n e e x pr essi o n d at a usi n g 
r e al-ti m e q u a ntit ati v e P C R a n d t h e 2(-D elt a D elt a C( T)) M et h o d.  M et h o ds, 2 0 0 1. 
2 5 ( 4): p. 4 0 2-8.  
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1 8 5.  H uss ai n, M. M., et al., C h yl o mi cr o n ass e m bl y a n d c at a b olis m: r ol e of 
a p oli p o pr ot ei ns a n d r e c e pt ors.  Bi o c hi m Bi o p h ys A ct a, 1 9 9 6. 1 3 0 0 : p. 1 5 1-1 7 0.  
1 8 6.  S e gr est, J. P., et al., Str u ct ur e of a p oli p o pr ot ei n B -1 0 0 i n l o w d e nsit y li p o pr ot ei ns.  
J o ur n al of li pi d r es e ar c h, 2 0 0 1. 4 2 : p. 1 3 4 6-1 3 6 7.  
1 8 7.  B ell -Q ui nt, J., T. F ort e, a n d P.  Gr a h a m, S y nt h esis of t w o f or ms of a p oli p o pr ot ei n B 
b y c ult ur e d r at h e p at o c yt es.  Bi o c h e mi c al a n d Bi o p h ysi c al R es e ar c h 
C o m m u ni c ati o ns, 1 9 8 1. 9 9 : p. 7 0 0-7 0 6.  
1 8 8.  N a k a m ut a, M., et al., Alt er n ati v e m R N A s pli ci n g a n d diff er e nti al pr o m ot er 
utili z ati o n d et er mi n e  tiss u e-s p e cifi c e x pr essi o n of t h e a p oli p o pr ot ei n B m R N A -
e diti n g pr ot ei n ( A p o b e c 1) g e n e i n mi c e.: str u ct ur e a n d e v ol uti o n of a p o b e c 1 a n d 
r el at e d n u cl e osi d e/ n u cl e oti d e d e a mi n as e. J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mistr y, 1 9 9 5. 
2 7 0 : p. 1 3 0 4 2-1 3 0 5 6.  
1 8 9.  L a ut, P. P., e t al., Di m eri c str u ct ur e of a h u m a n a p oli p o pr ot ei n B m R N A e diti n g 
pr ot ei n a n d cl o ni n g a n d c hr o m os o m al l o c ali z ati o n of its g e n e.  Pr o c e e di n gs of t h e 
N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a, 1 9 9 4. 9 1 : p. 8 5 2 2-
8 5 2 6.  
1 9 0.  C h e n, S. H., et al. , A p oli p o pr ot ei n B -4 8 is t h e pr o d u ct of a m ess e n g er R N A wit h a n 
or g a n -s p e cifi c i n -fr a m e st o p c o d o n. S ci e n c e ( N e w Y or k, N. Y.), 1 9 8 7. 2 3 8 : p. 3 6 3-
3 6 6.  
1 9 1.  P o w ell, L. M., et al., A n o v el f or m of tiss u e -s p e cifi c R N A pr o c essi n g pr o d u c es 
a p oli p o pr ot ei n -B 4 8 i n i n t esti n e. C ell, 1 9 8 7. 5 0 : p. 8 3 1-8 4 0.  
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1 9 2.  K h at u n, I., M. T. W als h, a n d M. M. H uss ai n, L oss of b ot h p h os p h oli pi d a n d 
tri gl y c eri d e tr a nsf er a cti viti es of mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n i n 
a b et ali p o pr ot ei n e mi a.  J o ur n al of Li pi d R es e ar c h, 2 0 1 3. 5 4 . 
1 9 3 . W als h, M. T. a n d M. M. H uss ai n, T ar g eti n g mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er 
pr ot ei n a n d li p o pr ot ei n ass e m bl y t o tr e at h o m o z y g o us f a mili al 
h y p er c h ol est er ol e mi a.  Criti c al R e vi e ws i n Cli ni c al L a b or at or y S ci e n c es, 2 0 1 7. 5 4 . 
1 9 4.  H uss ai n, M. M., J. S hi, a n d P. Dr ei z e n, Mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n 
a n d its r ol e i n a p o B -li p o pr ot ei n ass e m bl y. T h e J o ur n al of Li pi d R es e ar c h, 2 0 0 3. 
4 4 : p. 2 2-3 2.  
1 9 5.  I q b al, J., et al., Mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n tr a nsf ers a n d d et er mi n es 
pl as m a c o n c e ntr ati o ns of  c er a mi d e a n d s p hi n g o m y eli n b ut n ot gl y c os yl c er a mi d e.  
J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mistr y, 2 0 1 5. 2 9 0 . 
1 9 6.  H uss ai n, M. M., A pr o p os e d m o d el f or t h e ass e m bl y of c h yl o mi cr o ns.  
At h er os cl er osis, 2 0 0 0. 1 4 8 : p. 1-1 5.  
1 9 7.  P a n, M., et al., Pr es e cr et or y o xi d ati o n, a g gr e g ati o n, a n d a ut o p h a gi c d estr u cti o n 
of a p o pr ot ei n -B: a p at h w a y f or l at e -st a g e q u alit y c o ntr ol.  Pr o c e e di n gs of t h e 
N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a, 2 0 0 8. 1 0 5 : p. 
5 8 6 2 -5 8 6 7.  
1 9 8.  Kj ol b y, M., et al., S ort 1, e n c o d e d b y t h e c ar di o v a s c ul ar ris k l o c us 1 p 1 3. 3, is a 
r e g ul at or of h e p ati c li p o pr ot ei n e x p ort. C ell M et a b olis m, 2 0 1 0. 1 2 : p. 2 1 3-2 2 3.  
1 9 9.  Str o n g, A., et al., H e p ati c s ortili n r e g ul at es b ot h a p oli p o pr ot ei n B s e cr eti o n a n d 
L D L c at a b olis m.  J Cli n I n v est, 2 0 1 2. 1 2 2 ( 8): p. 2 8 0 7-1 6.  
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2 0 0.  Ti w ari, S. a n d S. a. Si d di qi, I ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g a n d s e cr eti o n of V L D L. 
Art eri os cl er osis, t hr o m b osis, a n d v as c ul ar bi ol o g y, 2 0 1 2. 3 2 : p. 1 0 7 9-1 0 8 6.  
2 0 1.  M a ns b a c h, C. M. a n d S. A. Si d di qi, T h e bi o g e n esis of  c h yl o mi cr o ns.  A n n u al R e vi e w 
of P h ysi ol o g y, 2 0 1 0: p. 3 1 5 -3 3 3.  
2 0 2.  H uss ai n, M. M., D. K. Stri c kl a n d, a n d A. B a kill a h, T h e m a m m ali a n l o w -d e nsit y 
li p o pr ot ei n r e c e pt or f a mil y. A n n u al r e vi e w of n utriti o n, 1 9 9 9. 1 9 : p. 1 4 1-1 7 2.  
2 0 3.  H arri n gt o n, L. S., et al., R e g u l ati o n of m ulti pl e a n gi o g e ni c p at h w a ys b y Dll 4 a n d 
N ot c h i n h u m a n u m bili c al v ei n e n d ot h eli al c ells.  Mi cr o v as c R es, 2 0 0 8. 7 5 ( 2): p. 
1 4 4 -5 4.  
2 0 4.  R o dri g u e z, E. A., et al., T h e gr o wi n g a n d gl o wi n g t o ol b o x of fl u or es c e nt a n d 
p h ot o a cti v e pr ot ei ns.  Tr e n ds i n bi o c h e mi c al s ci e n c es, 2 0 1 7. 4 2 : p. 1 1 1-1 2 9.  
2 0 5.  Gi e p m a ns, B. N. G., et al., T h e fl u or es c e nt t o ol b o x f or ass essi n g pr ot ei n l o c ati o n 
a n d f u n cti o n.  S ci e n c e ( N e w Y or k, N. Y.), 2 0 0 6. 3 1 2 : p. 2 1 7-2 2 4.  
2 0 6.  C h u d a k o v, D. M., S. L u k y a n o v, a n d K. A. L u k y a n o v, Fl u or es c e nt pr ot ei ns as a 
t o ol kit f or i n vi v o i m a gi n g. Tr e n ds i n Bi ot e c h n ol o g y, 2 0 0 5. 2 3 : p. 6 0 5-6 1 3.  
2 0 7.  R a v a, P., et al., P h os p h oli pi d tr a nsf er a cti vit y of mi cr os o m al tri a c yl gl y c er ol 
tr a nsf er pr ot ei n is s uffi ci e nt f or t h e ass e m bl y a n d s e cr eti o n of a p oli p o pr ot ei n B 
li p o pr ot ei ns. J Bi ol C h e m, 2 0 0 6. 2 8 1 ( 1 6): p. 1 1 0 1 9-2 7.  
2 0 8.  W a n g, S., et al., T h e mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n f a cilit at es ass e m bl y 
a n d s e cr eti o n of a p oli p o pr ot ei n B -c o nt ai ni n g li p o pr o t ei ns a n d d e cr e as es 
c otr a nsl ati o n al d e gr a d ati o n of a p oli p o pr ot ei n B i n tr a nsf e ct e d C O S -7 c ells.  
J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mistr y, 1 9 9 6. 2 7 1 : p. 1 4 1 2 4-1 4 1 3 3.  
 2 3 5  
2 0 9.  H uss ai n, M. M., et al., C h ar a ct eri z ati o n of r e c o m bi n a nt h u m a n a p o B -4 8 -
c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns i n  r at h e p at o m a M c A-R H 7 7 7 7 c ells tr a nsf e ct e d wit h 
a p o B -4 8 c D N A. O v er e x pr essi o n of a p o B -4 8 d e cr e as es s y nt h esis of e n d o g e n o us 
a p o B -1 0 0.  Art eri os cl er osis, t hr o m b osis, a n d v as c ul ar bi ol o g y, 1 9 9 5. 1 5 : p. 4 8 5-
4 9 4.  
2 1 0.  B a kill a h, A., et al., M e as ur e m e nt of a p oli p o p r ot ei n B i n v ari o us c ell li n es: 
C orr el ati o n b et w e e n i ntr a c ell ul ar l e v els a n d r at es of s e cr eti o n.  Li pi ds, 1 9 9 7. 3 2 : p. 
1 1 1 3 -1 1 1 8.  
2 1 1.  Bl a c k h art, B. D., Z. M. Y a o, a n d B.J. M c C art h y, A n e x pr essi o n s yst e m f or h u m a n 
a p oli p o pr ot ei n B 1 0 0 i n a r at h e p at o m a c ell li n e.  T h e J o ur n al of bi ol o gi c al 
c h e mistr y, 1 9 9 0. 2 6 5 : p. 8 3 5 8-8 3 6 0.  
2 1 2.  B or e n, J., S. R ust a e us, a n d S. O. Ol ofss o n, St u di es o n t h e ass e m bl y of 
a p oli p o pr ot ei n B -1 0 0 - a n d B -4 8 -c o nt ai ni n g v er y l o w d e nsit y li p o pr ot ei ns i n M c A -
R H 7 7 7 7 c ells.  J Bi ol C h e m, 1 9 9 4. 2 6 9 ( 4 1): p. 2 5 8 7 9-8 8.  
2 1 3.  Y a o, Z. a n d R. S. M c L e o d, S y nt h esis a n d s e cr eti o n of h e p ati c a p oli p o pr ot ei n B -
c o nt ai ni n g li p o pr ot ei ns.  Bi o c hi mi c a et Bi o p h ysi c a A ct a ( B B A) - Li pi ds a n d Li pi d 
M et a b olis m, 1 9 9 4. 1 2 1 2 : p. 1 5 2-1 6 6.  
2 1 4.  W als h, M. T., et al., A n o v el a b et ali p o pr ot ei n e mi a miss e ns e m ut ati o n hi g hli g hts 
t h e i m p ort a n c e of N-t er mi n al β-b arr el i n mi cr os o m al tri gl y c eri d e tr a nsf er pr ot ei n 
f u n cti o n. Cir c ul ati o n: C ar di o v as c ul ar G e n eti cs, 2 0 1 5. 8 : p. 6 7 7-6 8 7.  
2 1 5.  Otis  M e n g -C hi e h, C., Bl a k e A., J P S h e n, O. E. R e y es G ai d o, a n d S. A. F ar b er, 
Di et ar y c h ol est er ol a n d a p oli p o pr ot ei n A -1 ar e tr affi c k e d i n e n d os o m es a n d 
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l ys os o m es i n li v e z e br afis h i nt esti n e. A m eri c a n J o ur n al of P h ysi ol o g y - 
G astr oi nt esti n al a n d Li v er P h ysi ol o g y, 2 0 1 9.  
2 1 6.  Otis, J. P. a n d S. A. F ar b er, Hi g h -f at f e e di n g p ar a di g m f or l ar v al z e br afis h: F e e di n g, 
li v e i m a gi n g, a n d q u a ntifi c ati o n of f o o d i nt a k e. J o ur n al of Vis u ali z e d 
E x p eri m e nts, 2 0 1 6. 2 0 1 6 : p. 2-8.  
2 1 7.  W H O. T h e t o p 1 0 c a us es of d e at h . F a ct S h e ets [ W e b P a g e ] 2 0 1 8 0 5/ 2 4/ 2 0 1 8 
[ cit e d 2 0 1 8 0 9/ 2 5/ 2 0 1 8]; A v ail a bl e fr o m: htt p:// w w w. w h o.i nt/ n e ws -r o o m/f a ct-
s h e ets/ d et ail/t h e -t o p-1 0 -c a us es -of -d e at h . 
2 1 8.  St o n e, N.J., et al., 2 0 1 3 A C C/ A H A g ui d eli n e o n t h e tr e at m e nt of bl o o d c h ol est er ol 
t o r e d u c e at h er os cl er oti c c ar di o v as c ul ar ris k i n a d ults: a r e p ort of t h e A m eri c a n 
C oll e g e of C ar di ol o g y/ A m eri c a n  H e art Ass o ci ati o n T as k F or c e o n Pr a cti c e 
G ui d eli n es.  Cir c ul ati o n, 2 0 1 4. 1 2 9 ( 2 5 S u p pl 2): p. S 1-4 5.  
2 1 9.  M c Q u e e n, M.J., et al., Li pi ds, li p o pr ot ei ns, a n d a p oli p o pr ot ei ns as ris k m ar k ers of 
m y o c ar di al i nf ar cti o n i n 5 2 c o u ntri es (t h e I N T E R H E A R T st u d y): a c as e -c o ntr ol 
st u d y.  L a n c et, 2 0 0 8. 3 7 2 ( 9 6 3 4): p. 2 2 4-3 3.  
2 2 0.  S hi m, H., et al., A m ulti v ari at e g e n o m e -wi d e ass o ci ati o n a n al ysis of 1 0 L D L 
s u bfr a cti o ns, a n d t h eir r es p o ns e t o st ati n tr e at m e nt, i n 1 8 6 8 C a u c asi a ns.  P L o S 
O n e, 2 0 1 5. 1 0 ( 4): p. e 0 1 2 0 7 5 8. 
2 2 1.  R aj m a n,  I., et al., L D L p arti cl e si z e: a n i m p ort a nt dr u g t ar g et ?  Br J Cli n P h ar m a c ol, 
1 9 9 9. 4 8 ( 2): p. 1 2 5-3 3.  
 2 3 7  
2 2 2.  J a c o bs o n, T. A., O p e ni n g a n e w li pi d " a p o -t h e c ar y ": i n c or p or ati n g a p oli p o pr ot ei ns 
as p ot e nti al ris k f a ct ors a n d tr e at m e nt t ar g ets t o r e d u c e c ar di o v as c ul ar ris k.  
M a y o Cli n Pr o c, 2 0 1 1. 8 6 ( 8): p. 7 6 2-8 0.  
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